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IDENTIFIKASI DAN UJI RESISTENSI LOGAM BERAT TIMBAL (Pb) 
PADA BAKTERI YANG DIISOLASI DARI  




 Logam berat timbal (Pb) merupakan zat pencemar yang sangat toksik dan 
berdampak negatif pada ekosistem perairan, lingkungan sekitar dan kesehatan 
masyarakat. Salah satu upaya untuk mengurangi dampak pencemaran akibat 
timbal (Pb) dilakukan dengan mengetahui bakteri yang berpotensi menjadi agen 
bioremediasi. Penelitian ini bertujuan untuk menguji tingkat resistensi bakteri 
terhadap logam berat timbal (Pb) di perairan Paciran Lamongan. Penelitian ini 
menggunakan sampel berupa air dan sedimen yang diisolasi dari perairan Paciran 
Lamongan. Metode yang digunakan yaitu disk diffusion untuk menguji resistensi 
bakteri terhadap Pb. Konsentrasi Pb yang digunakan untuk uji resistensi bakteri 
yaitu 0 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm, dan 30 ppm. Identifikasi bakteri 
dilakukan dengan pengamatan makroskopik, mikroskopik dan uji biokimia, Dari 
hasil penelitian didapatkan 9 isolat bakteri yang termasuk dalam 6 Genus, yaitu: 
Bacillus, Citrobacter, Neisseria, Aeromonas, Vibrio, dan Morganella. Hasil uji 
menunjukkan bahwa masing-masing bakteri memiliki tingkat resistensi terhadap 
logam berat timbal (Pb) yang berbeda-beda sesuai dengan jenis, konsentrasi 
logam dan habitat asal isolat. Berdasarkan zona hambat yang terbentuk pada 
masing-masing konsentrasi terdapat 3 genus yang mempunyai diameter zona 
hambat terkecil yaitu Vibrio, Neisseria dan Morganella. Pada genus Vibrio 
resistensi tertinggi pada konsentrasi 10 ppm, 25 ppm, dan 30 ppm dengan rata-rata 
diameter zona hambat masing-masing sebesar 6,5 mm, 7,0 mm dan 6,95 mm. 
Genus Neisseria resistensi tertinggi pada konsentrasi 15 ppm dengan diameter 
zona hambat 6,85 mm. Dan genus Morganella resistensi tertinggi pada 
konsentrasi 20 ppm dengan tidak membentuk zona hambat. Penelitian ini 
menunjukkan bahwa isolat bakteri yang didapatkan dari perairan Paciran 
Lamongan memiliki resistensi terhadap logam berat Pb sehingga berpotensi untuk 
dikembangkan menjadi agen bioremediasi untuk mengurangi pencemaran logam 
di lingkungan.  











































IDENTIFICATION AND RESISTANCE TEST  
  HEAVY METAL HEAD (Pb) Of BACTERIA INSULATED FROM 




Heavy metal lead (Pb) is a highly toxic pollutant and harms aquatic 
ecosystems, the surrounding environment, and public health. One effort to reduce 
the impact of pollution heavy metal lead (Pb) is known as the bacteria that have 
the potential to become bioremediation agents. This study aims to test the level of 
bacterial resistance to heavy metal lead (Pb) in Paciran Lamongan waters supply. 
The method used is disk diffusion to test bacterial resistance to Pb. Pb 
concentrations used for bacterial resistance tests are 0 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 
ppm, 25 ppm, and 30 ppm. Bacterial identification is done by observed 
macroscopic, microscopic, and biochemical tests. The results are 9 bacterial 
isolates that were included in 6 genus, namely: Bacillus, Citrobacter, Neisseria, 
Aeromonas, Vibrio, and Morganella. The results showed that each bacterium had 
different levels of resistance to heavy metal lead (Pb) according to the type, 
concentration of the metal, and the original habitat of the isolate. Based on the 
inhibition zone formed at each concentration, there are 3 genus have the smallest 
inhibitory zone diameter, namely Vibrio, Neisseria, and Morganella. In the genus, 
the Vibrio highest resistance was at concentrations of 10 ppm, 25 ppm, and 30 
ppm with an average inhibition zone diameter of 6.5 mm, 7.0 mm, and 6.95 mm, 
respectively. The genus Neisseria has the highest resistance at a concentration of 
15 ppm with an inhibition zone diameter of 6.85 mm. The genus has the 
Morganella highest resistance at a concentration of 20 ppm by not forming an 
inhibitory zone. This research shows that bacterial isolates obtained from Paciran 
Lamongan water supply can resist Pb weight so that it has the potential to be 
developed as a bioremediation agent to reduce metal pollution in the environment 
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1.1 Latar Belakang 
Pencemaranilingkungan yaitu kontaminasi yang terjadi di suatu 
lingkungan karena terdapat bahan-bahan yang dapat merubah kualitas 
lingkungan sehingga bersifat membahayakan dan merugikan bagi manusia, 
hewan dan tumbuhan. Sampah, limbah industri, minyak dan logam berbahaya 
yang tidak diolah dengan baik dapat mengakibatkan lingkungan tidak dapat 
berfungsi seperti semula (Irawati, 2019)(Mastang, 2016). Terkait dengan hal 
tersebut sudah tercantum pada surat Ar-Rum ayat 41: 
2   يساَّنلا ييدَْيأ ْتَبَسَك َا يبِ يرْحَبْلاَو يرَبْلا يفِ ُداَسَفْلا َرَهَظ   
Artinya: “Telah nampak kerusakan di darat dan di laut disebabkan karena 
perbuatan tangan manusia”. 
 
Makna dari “telah nampak kerusakan di darat” yaitu terjadinya musim 
paceklik, kekeringan dan tidak ada rasa aman. Arti “dan di laut” yaitu 
terjadinya pencemaran yang menyebabkan kurangnya hasil laut, sungai 
maupun perairan yang lain. Arti “disebabkan karena perbuatan manusia” 
yaitu perbuatan tangan manusia yang tidak bertanggung jawab (Nurhayati et 
al., 2018). Akibat dari perbuatan manusia yang tidak bertanggung jawab yaitu 
terjadinya kerusakan atau pencemaran lingkungan.  
Pencemaran dapat terjadi di darat, udara dan perairan (Mastang, 2016). 
Dalam peraturan Pemerintah RI nomor 19 tahun 1999 disebutkan bahwa 
pencemaran air adalah adanya zat, energi atau komponen lain yang masuk ke 
dalam perairan karena aktivitas manusia yang dapat menurunkan kualitas 



































perairan sehingga tidak dapat berfungsi dengan baik (Hamuna et al., 2018). 
Pencemaran di perairan dapat mengganggu ekosistem di dalamnya, merusak 
kehidupan biota dan sumber daya yang ada, bahkan dapat membahayakan 
kesehatan manusia (Ika et al., 2012). Sering kali pencemaran terjadi di 
wilayah industri berkembang dan aktivitas penduduk yang padat. 
Pembangunan yang pesat pada suatu wilayah dapat mempengaruhi kondisi 
lingkungan dan menurunkan kualitas perairan. Terdapatnya pabrik industri, 
asap yang menyebabkan polusi, pembangunan perumahan atau gedung dan 
pestisida pertanian dapat menghasilkan bermacam jenis limbah yang 
mencemari lingkungan (Mastang, 2016). 
Limbah yang ditimbulkan oleh pencemaran mempunyai bermacam 
jenis dan bentuk. Limbah yang paling beracun dan dapat merusak tatanan 
lingkungan hidup biasanya berasal dari zat-zat kimia. Salah satu jenis 
pencemaran dari zat kimia yaitu logam berat. Logam berat adalah salah satu 
zat pencemar yang bersifat racun pada ekosistem perairan dan kesehatan 
masyarakat. Logam berat tidak dapat terdegradasi secara kimia atau biologis 
sehingga sulit dihilangkan dari lingkungan. Logam berat dapat berasal dari 
pembuangan lumpur, limbah industri dan tambang (Kurnia et al., 2015).  
Logam berat yang mencemari perairan banyak jenisnya, seperti 
cadmium, timbal, kromium, tembaga, merkuri, uranium dan seng (El-naggar, 
2009). Salah satu logam berat yang paling banyak terdapat di perairan dan 
paling berbahaya yaitu timbal (Pb). Dalam undang-undang No. 82 tahun 2001 
pemerintah Republik Indonesia menyatakan bahwa air dikatakan tercemar 
jika kandungan logam timbal (Pb) lebih dari 0,03 mg/L. Timbal (Pb) 



































merupakan mineral yang termasuk dalam golongan mikroelemen dan bersifat 
toksik. Logam berat timbal (Pb) biasanya dimanfaatkan untuk bahan industri, 
hiasan dan peralatan rumah tangga (Angraeni, 2017). Pembuangan limbah ke 
perairan mengakibatkan dampak negatif bagi makhluk hidup di lingkungan 
sekitar. Logam timbal (Pb) dapat terakumulasi dalam tubuh makhluk hidup 
jika konsentrasi tinggi dan jangka waktu yang lama. Jalur masuk timbal ke 
dalam tubuh manusia melalui saluran pernafasan, pencernaan dan kulit 
(Usman et al., 2013). Apabila Pb sudah masuk dalam perairan maka akan 
mengganggu sistem rantai makanan dan berpengaruh terhadap kehidupan 
organisme (Junopia, 2015).  
Beberapa penelitian sudah dilakukan untuk menganalisis pencemaran 
logam berat timbal (Pb) pada beberapa wilayah perairan di Jawa Timur. 
Berdasarkan penelitian Woro (2011) di pesisir Kenjeran Surabaya memiliki 
kandungan logam berat Pb di air sebanyak 0,22 ppm dan pada sedimen 0,39 
mg/kg. Pada penelitian Eshmat et al. (2014) di Perairan Ngemboh, Gresik, 
Jawa Timur memiliki kandungan logam berat rata-rata 0,055-0,3 ppm pada 
air dan rata-rata 1,175-2,023 ppm pada sedimen. Di Pantai Gesek Sedati 
Sidoarjo mempunyai kandungan logam berat Pb pada air rerata 0,60 ppm dan 
pada sedimen rerata 0,40 ppm (Novianto et al., 2012).  
Pencemaran logam berat di perairan semakin meningkat seiring dengan 
berkembangnya teknologi untuk mengurangi polutan. Salah satu metode 
alternatif yang dapat diaplikasikan yaitu bioremediasi. Bioremediasi adalah 
pemanfaatan mikroorganisme alami (seperti bakteri, jamur atau ragi) untuk 
mengurangi polutan di lingkungan atau menurunkan toksisitas dari berbagai 



































macam polutan atau pencemaran (Jekti, 2018). Sebagaimana tercantum pada 
surat Al-Baqarah ayat 164: 
 َّنيإ َي َا يبِ يرْحَبْلا يفِ ييرَْتَ يتَِّلا يكْلُفْلاَو يراَهَّ نلاَو يلْيَّللا يفَلَيتْخاَو يضْرَْلْاَو يتاَواَم َّسلا يقْلَخ يفِ  َلَز َْنأ اَمَو َساَّنلا ُعَف ْ ن
 ُك ْن يم اَهييف َّثَبَو َا يتِْوَم َدْع َب َضْرَْلْا يهيب اَيْحََأف ٍءاَم ْن يم يءاَم َّسلا َن يم ُ َّللَّا  يبا َح َّسلاَو يحَيَيررلا يفييرْصَتَو ٍةَّباَد يرل
 نوُل يقْع َي ٍمْوَقيل ٍتَيََلَ يضْرَْلْاَو يءاَم َّسلا َْيَْب ير َّخَسُمْلا۝  
 
Artinya: “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, silih bergantinya 
malam dan siang, bahtera yang berlayar di laut membawa apa yang berguna 
bagi manusia, dan apa yang Allah turunkan dari langit berupa air, lalu 
dengan air itu Dia hidupkan bumi sesudah mati (kering)-nya dan Dia 
sebarkan di bumi itu segala jenis hewan, dan pengisaran angin dan awan 
yang dikendalikan antara langit dan bumi; sungguh (terdapat) tanda-tanda 
(keesaan dan kebesaran Allah) bagi kaum yang memikirkan”. 
 
Dalam kitab ibnu katsir ayat diatas menjelaskan bahwa Allah 
menciptakan langit dan bumi untuk kehidupan makhluk hidup. Maka manusia 
harus merenungkan dan memperdulikan karunia Allah. Dengan menyadari 
karunia dan kekuasaan Allah maka keimanan kepada Allah kita akan 
bertambah, ilmu pengetahuan tentang alam dan cipataan-Nya semakin luas 
dan dapat mengamalakan ilmu pengetahuan yang kita miliki. Allah juga 
menyebarkan segala jenis hewan di bumi yang dapat dilihat dengan mata 
langsung ataupun dilihat menggunakan mikroskop. Seperti mikroorganisme 
yang dapat digunakan dalam mencegah dan mengurangi pencemaran logam 
berat di laut. Hal tersebut menunjukkan bahwa kekuasaan Allah sangat besar 
dalam menciptakan sesuatu yang dikehendaki. 
Bakteri yang diisolasi dari wilayah yang tercemar logam berat 
mempunyai daya resistensi dan adaptasi genetik terhadap logam berat di 
wilayah yang tercemar (Fahruddin et al., 2019). Mekanisme resistensi bakteri 



































terhadap logam berat dapat melalui bioakumulasi dan/atau biosorpsi. 
Biosorpsi merupakan penyerapan logam, senyawa atau larutan yang tidak 
tergantung pada metabolisme (tidak membutuhkan energi). Biosorpsi disebut 
juga adsorbsi yaitu penyerapan hanya sampai dinding sel (Ratnawati et al., 
2010). Bioakumulasi (absorbs) adalah proses pengambilan logam secara aktif 
dengan menggunakan energi berdasarkan pengikatan dan transport aktif. Fase 
pengikatan terjadi di dinding sel dan transport aktif terjadi saat proses 
metabolisme sel (Mastang, 2016). Mekanisme resistensi bertujuan untuk 
mengatasi toksik logam berat agar fungsi biologis mikroorganisme tidak 
terganggu. Berdasarkan tempatnya mekanisme resistensi bakteri terhadap 
timbal dibagi menjadi ekstraseluler dan intraseluler. Mekanisme ekstraseluler 
timbal (Pb) dapat membentuk endapan polifosfat atau pengikatan dengan 
polisakarida pada dinding sel. Sedangkan mekanisme intraseluler timbal (Pb) 
mengalami pengendapan oleh polifosfat atau pengikatan dengan Pb oleh 
protein yang spesifik dan sistem Efflux (Jarosławiecka and Seget, 2014).  
Kemampuan resistensi dan adaptasi bakteri terhadap logam berat 
didasarkan pada spesies dan kadar konsentrasi timbal yang terpapar 
(Mastang, 2016). Penelitian yang dilakukan oleh Panuntun (2014), 
menyebutkan bahwa bakteri yang memiliki kemampuan resistensi terhadap 
timbal dari tanah bekas cetakan pengecoran logam di Klaten yaitu dari genus 
Lactobacillus, Enterococcus dan Pseudomonas dengan konsentrasi timbal 0,3 
ppm. Berdasarkan penelitian sebelumnya terdapat beberapa bakteri yang 
memiliki kemampuan resistensi terhadap timbal diantaranya: Micrococcus, 
Corynebacterium, Phenylobacterium, Enhydribacter, Morrococcus, 



































Flavobacterium (Wulandari et al., 2005), Bacillus, Klebsellia, 
Staphylococcus, Proteus (Nath et al.,2012). 
Salah satu wilayah yang terdapat pencemaran logam berat yaitu di 
perairan Paciran Lamongan. Perairan Paciran merupakan salah satu wilayah 
pesisir yang terdapat disebelah utara kota Lamongan. Wilayah ini mempunyai 
potensi perikanan yang besar di Jawa Timur. Terdapat beberapa pelabuhan 
yang terdapat di Paciran, yaitu pelabuhan Brondong dan pelabuhan pasar 
Kranji yang merupakan Tempat Pelelangan Ikan (TPI) di Kabupaten 
Lamongan. Letak laut yang strategis menimbulkan dampak negatif yang 
tinggi karena aktivitas manusia yang dapat mempengaruhi kondisi perairan 
seperti, aktivitas TPI (Tempat Pendaratan Ikan), pengecetan kapal, perbaikan 
kapal, pengisian bahan bakar kapal, pemasukan limbah domestik yang lain 
dan masuknya bahan kimia seperti Pb. Berdasarkan penelitian Rismardhani 
(2017), di wilayah perairan Paciran Lamongan konsentrasi Pb yang 
terkandung dalam sedimen yaitu sekitar 0,091-0,322 ppm dan konsentrasi Pb 
dalam air yaitu sekitar 0,021-0,07 ppm. 
Berdasarkan uraian di atas, pencemaran logam berat di perairan 
menimbulkan dampak negatif bagi ekosistem perairan dan kesehatan 
manusia. Untuk mengatasi pencemaran dapat diaplikasikan metode 
bioremediasi dengan memanfaatkan mikroorganisme yang diisolasi dari 
wilayah yang tercemar logam berat Pb, seperti di perairan Paciran Lamongan. 
Maka perlu dilakukan penelitian di wilayah tersebut agar didapatkan isolat 
bakteri resisten timbal (Pb) yang dapat berpotensi sebagai agen bioremediasi 
untuk mengurangi dampak negatif pada lingkungan yang tercemar timbal. 



































1.2 Rumusan Masalah 
a. Isolat bakteri yang didapatkan di perairan Paciran Lamongan apa saja yang 
memiliki resistensi terhadap logam berat timbal (Pb)?  
b. Bagaimana resistensi isolat bakteri yang didapatkan di perairan Paciran 
Lamongan terhadap logam berat timbal (Pb)? 
1.3 Tujuan Penelitian: 
a. Mengetahui jenis bakteri yang didapatkan di perairan Paciran Lamongan 
yang memiliki resistensi terhadap logam berat timbal (Pb). 
b. Mengetahui resistensi bakteri yang didapatkan di perairan Paciran 
Lamongan terhadap logam berat timbal (Pb).  
1.4 Manfaat Penelitian 
a. Manfaat teoritis 
Secara teoritis peneliti ingin memberikan pengetahuan tentang 
bakteri yang memiliki resistensi terhadap logam berat timbal (Pb) di 
perairan Paciran Lamongan. 
b. Manfaat praktis  
Secara praktis peneliti ingin memberikan pengetahuan kepada 
masyarakat agar lebih peduli terhadap laut atau lingkungan di sekitarnya, 
sehingga tidak terjadi hal-hal yang berbahaya bagi kesehatan. 
1.5 Batasan Penelitian 
Berdasarkan objek penelitian dan untuk memperjelas ruang lingkup 
penelitian yang dilakukan perlu adanya batasan penelitian, yaitu: 
a. Bakteri yang diisolasi dan diidentifikasi pada penelitian ini yaitu bakteri 
yang terdapat di perairan Paciran Lamongan.  



































b. Sampel yang digunakan yaitu yaitu air dan sedimen yang diisolasi dari 
perairan Paciran Lamongan. 
c. Parameter lingkungan yang diukur yaitu suhu, pH dan salinitas. 
d. Teknik isolasi yang digunakan yaitu dengan cara pengeceran dan 
dilanjutkan dengan spread plate. 
e. Media yang digunakan untuk isolasi bakteri yaitu NA. Sedangkan media 
yang digunakan untuk uji resistensi yaitu NB dan MHA yang ditambahkan 
Pb dengan konsentrasi 0, 10, 15, 20, 25 dan 30 ppm.  
f. Parameter yang diamati yaitu ciri bakteri secara makroskopik (bentuk, 
warna, tepi dan permukaan koloni bakteri), secara mikroskopik dengan 
pewarnaan gram dan uji biokimia. 
1.6 Hipotesis Penelitian 
Hipotesis dari penelitian ini yaitu terdapat perbedaan resistensi 
beberapa jenis bakteri yang didapatkan di perairan Paciran Lamongan 
terhadap logam berat timbal (Pb). 



































2.1 Kondisi Umum Lokasi Pengambilan Sampel di Perairan Paciran 
Lamongan 
Kabupaten Lamongan mempunyai wilayah sekitar 1.812,8 km2 dan 
memiliki 27 kecamatan yaitu 462 desa, 12 kelurahan dan 1.431 dusun   Salah 
satu kecamatan yang termasuk dalam Kabupaten Lamongan adalah 
Kecamatan Paciran. 
 
Gambar 2.1 Peta Lokasi Pengambilan Sampel 
Sumber: (Google earth, 2019) 
 
Wilayah perairan Paciran Lamongan berada di sebelah utara kabupaten 
Lamongan, termasuk lokasi yang mempunyai sumber daya alam melimpah 
dan strategis sehingga memegang peran penting dalam membangun ekonomi 
dan sosial masyarakat sekitar (Sari et al., 2015). Wilayah perairan Paciran 
Lamongan digunakan sebagai tempat pemukiman, industri, jalur transportasi 
pelayaran dan potensi kelautan maupun perikanan yang dimiliki cukup besar. 
Selain itu, wilayah perairan Paciran juga menjadi objek wisata yaitu dengan 



































adanya pantai lorena, pantai tanjung kodok, wisata sumber air panas 
brumbun, objek Wisata Bahari Lamongan (WBL) dan Goa maharani.  
Letak laut yang strategis menimbulkan dampak negatif yang tinggi 
karena aktivitas manusia yang dapat mempengaruhi kondisi perairan seperti, 
aktivitas TPI (Tempat Pendaratan Ikan), pengecetan kapal, perbaikan kapal, 
pengisian bahan bakar kapal dan pemasukan limbah domestik yang lain 
(Sugiyanto et al., 2016). 
2.2 Pencemaran Air 
Pencemaran air merupakan suatu perubahan yang terjadi terhadap 
keadaan air dari keadaaan normal berubah menjadi keadaan berbahaya yang 
menyebabkan penyakit dan gangguan bagi makhluk hidup. Perubahan dapat 
berupa fisik, kimia, biologi, termal atau radioaktif. Ketersediaan air harus 
melimpah agar dapat mencukupi kehidupan sehari-hari, pertanian, industri, 
dan sebagainya. Dengan banyakanya aktivitas manusia yang menggunakan 
air maka aktivitas secara langsung atau tidak langsung dapat mengakibatkan 
pencemaran air. Terdapat beberapa indikator untuk mengukur kualitas 
pencemaran air yaitu perubahan tingkat keasaman, suhu air, salinitas, warna, 
rasa dan bau air, adanya organisme dalam air dan bahan terlarut yang 
membentuk endapan atau koloid dalam air (Situmorang, 2015). 
Pencemaran air dapat disebabkan dengan masuknya zat-zat kimia 
berupa logam, nutrien alga, limbah buangan, minyak, detergen, pestisida, 
sedimen, polutan organik maupun anorganik, asam, garam, basa dan lain-lain 
(Situmorang, 2015).  



































Agar dapat mengetahui sumber pencemar dan cara mengatasi dalam 
pengelolaan lingkungan, perlu diketahui komponen penyebab pencemaran air. 
Penyebab pencemaran air dapat berupa bahan buangan organik atau 
anorganik, bahan buangan padat atau cair, bahan kimia bahkan bahan 
buangan makanan. Bahan buangan padat adalah limbah padat yang sebagian 
terlarut, tidak terlarut bahkan dapat membentuk koloid. Bahan buangan 
anorganik biasanya berasal dari pabrik industri. Sedangkan bahan buangan 
organik dapat didegradasi oleh mikroorganisme tetapi dalam jangka waktu 
tertentu. Bahan buangan yang sering ditemukan di air laut maupun sungai 
merupakan zat tercemar yang berbahaya dan dapat merusak lingkungan 
(Situmorang, 2015). 
2.3 Logam Berat   
Umumnya logam berat dalam konsentrasi tinggi dapat mengakibatkan 
keracunan pada tumbuhan, hewan bahkan manusia, seperti logam Hg, Cd dan 
Pb yang termasuk zat pencemar berbahaya (Aminah and Nur, 2018). 
Beberapa jenis logam seperti logam esensial (tembaga (Cu), nikel (Ni), Zink 
(Zn), besi (Fe) dan Magnesium (Mg)) dibutuhkan oleh manusia meski jumlah 
sedikit, apabila kadar logam berat kurang atau lebih dapat berakibat fatal 
(Rohmah, 2017). Logam berat merupakan unsur kimia yang letaknya di sudut 
kanan sistem periodik, memiliki berat jenis >5 g/cm3, memiliki nomor atom 
22 sampai 92 mulai periode 4-7 dan memiliki afinitas yang tinggi terhadap 
unsur S (Junopia, 2015). 
Logam berat mempunyai beberapa sifat yaitu beracun, karsinogen, 
dapat tertimbun atau terakumulasi dalam tubuh organisme dan sulit terurai. 



































Apabila logam berat sudah masuk ke wilayah perairan, maka logam tersebut 
akan tertimbun dalam sedimen dan terikat senyawa anorganik maupun 
organik (Junopia, 2015).   
2.3.1 Logam Timbal (Pb) 
Salah satu jenis logam berat penyebab pencemaran yaitu 
timbal atau timah hitam (Plumbum= Pb). Dalam sistem periodik 
unsur kimia timbal termasuk logam berat golongan IVA (Gusnita, 
2012). Timbal (Pb) adalah logam yang bertekstur lunak, berbentuk 
padat pada suhu kamar, berwana coklat kehitaman (Aminah and Nur, 
2018).  
 
Gambar 2.2 Logam timbal (Pb) 
Sumber: (Rafly, 2016) 
 
Timbal yang terdapat dalam air berasal dari bahan buangan 
industri, bahan bakar minyak, aktivitas pertambangan yang berupa 
senyawa rimbal (IV) dan timbal (II). Pencemaran timbal di wilayah 
perairan biasanya bersumber dari buangan bahan bakar minyak 
(Situmorang, 2015). Timbal dapat dikatakan logam berat atau “trace 
metals” karena mempunyai berat jenis yang 5 kali lebih besar 
daripada berat jenis air (Tangio, 2013).. 



































Timbal dapat ditemukan pada berbagai tempat seperti tanah, 
hewan, tumbuhan bahkan bebatuan. Timbal umumnya berbentuk 
garam organik, memiliki sekitar 95% sifat anorganik dan susah 
terlarut dalam air. Adanya curah hujan dan arus angin dapat 
mempengaruhi waktu keberadaan timbal (Tangio, 2013). 
Logam berat timbal (Pb) biasanya dimanfaatkan oleh 
masyarakat dalam pembuatan kabel, baterai, campuran cat atau zat 
pewarna, pelapisan logam (penyepuhan), zat penyusun solder, 
komponen dalam pembentukan pipa agar air dalam rumah tangga 
terhubung dengan tibal (Pb) dan paling banyak dimanfaatkan sebagai 
antiletup pada bensin (Angraeni, 2017). Timbal memiliki beberapa 
sifat yang menyebabkan timbal dapat dimanfaatkan dalam berbagai 
hal, yaitu memiliki titik cair rendah yang apabila dimanfaatkan 
dalam bentuk cair cara yang dibutuhkan sederhana dan biaya murah, 
timbal dapat bercampur dengan logam yang lain dan mudah dibentuk 
karena termasuk logam bertekstur lunak, apabila berhubungan 
dengan udara lembab, sifat kimia yang terkandung dalam timbal 
mampu dijadikan lapisan pelindung apabila berhubungan dengan 
udara yang lembab, dan angka densitas yang dimiliki timbal lebih 
tinggi daripada logam yang lain (Rohmah, 2017). Logam berat yang 
terakumulasi dalam organisme akuatik atau sedimen akan bertambah 
seiring dengan berjalannya waktu dan konsentrasinya tergantung 
pada kondisi lingkungan perairan tersebut (Rizkiana et al., 2017). 
 




































Dalam undang-undang No. 82 tahun 2001 pemerintah 
Republik Indonesia menetapkan bahwa air dikatakan tercemar jika 
kandungan logam timbal (Pb) lebih dari 0,03 mg/L dan cadmium (Cd) 
lebih dari 0,01 mg/L (Happy et al., 2012). Apabila kadar logam yang 
terkandung melebihi ambang batas yang sudah ditetapkan maka 
lingkungan perairan akan mengalami kerusakan, mengganggu 
kehidupan biota yang ada di perairan dan menyebabkan toksisitas 
pada hewan, tumbuhan bahkan manusia disekitar wilayah perairan 
tersebut. Timbal dapat membahayakan kehidupan karena mempunyai 
respon biologi terhadap makhluk hidup (Wulandari dkk., 2018). 
Mekanisme timbal masuk dalam perairan yaitu pengkristalan dibantu 
oleh air hujan dan adanya proses pengikisan dari batuan mineral 
karena terkena hempasan angin dan gelombang (Palar, 2008). Logam 
yang terakumulasi dalam sedimen dan air akan mengganggu sistem 
rantai makanan dan berdampak negatif bagi kehidupan organisme air 
(Junopia, 2015).  
Logam berat timbal mempunyai konsentrasi rerata global di 
perairan sekitar 1,0-10 µgPb/L (Awalina, 2011). Jika konsentrasi Pb 
tinggi akan membunuh biota perairan. Seperti ikan dapat terbunuh 
apabila kadar Pb melebihi 188 mg/L. Dari penelitian yang sudah 
dilakukan menyatakan bahwa organisme perairan seperti Crustacea 
akan mati setelah 245 jam terpapar Pb dengan kadar 2,75-49 mg/L. 
Beberapa biota yang lain memiliki waktu yang lebih lama untuk 



































bertahan hidup yaitu antara 168 hingga 336 jam dengan konsentrasi 
Pb 3,5 sampai 64 mg/I, seperti kelompok Insecta (Mastang, 2016). 
Jalur masuk timbal ke dalam tubuh manusia melalui 
pencernaan, kulit dan saluran pernafasan. Timbal masuk melalui 
saluran pencernaan bersumber dari asupan makanan atau minuman 
dan akan ikut dalam proses metabolisme tubuh. Makanan yang kadar 
timbalnya mencapai 100 mg akan mengikat timbal pada darah sebesar 
60-180 ppb. Air minum yang mengandung senyawa timbal dapat 
ditemukan apabila air minum disimpan atau dialirkan melalui pipa 
yang berasal dari timbal (Aminah dan Nur, 2018). Masuknya logam 
berat timbal melalui kulit terjadi karena terlarut dalam minyak dan 
lemak. Sedangkan pada saluran pernafasan timbal akan terhirup oleh 
organ pernafasan kemudian terserap dalam tubuh kemudian akan 
terikat dalam darah paru-paru dan diedarkan ke semua bagian tubuh 
(Junopia, 2015).  
Timbal yang sudah masuk dan terikat dalam tubuh pada jangka 
waktu yang lama dan kadarnya tinggi akan berdampak negatif bagi 
kesehatan manusia. Logam berat timbal (Pb) dapat bertindak sebagai 
mutagen, allergen atau karsinogen bagi manusia. Efek yang 
ditimbulkan akibat terpapar logam berat timbal (Pb) terhadap organ 
tubuh yaitu: 
a. Sistem hemopoetik, apabila timbal sudah meracuni sistem ini 
akan menyebabkan anemia karena proses pembentukan 
hemoglobin terhambat. 



































b. Sistem saraf pusat dan tepi, apabila timbal sudah menyerang 
sistem saraf akan mengganggu kerja otak. Efek yang ditimbulkan  
pada kerja otak anak-anak akan lebih sensitif dari pada orang 
dewasa. Pada anak-anak dapat menyebabkan gangguan 
intelektual sejak kecil, hingga psikologisnya juga akan terganggu. 
Gejala yang ditimbulkan antara lain yaitu mudah lupa, sering 
berhalusinasi, rasa canggung, mudah tersinggung dan konsentrasi 
menurun. 
c. Sistem ginjal, dapat menyebabkan tidak berfungsinya bagian 
organ tubuh yang dapat di sekitar ginjal.  
d. Sistem kardiovaskuler, dapat menyebabkan permeabilitas 
pembuluh darah meningkat drastis. 
e. Sistem reproduksi, apabila organ ini terpapar timbal maka dapat 
menyebabkan kematian janin pada ibu hamil.  
f. Sistem endokrin, dapat menyebabkan tiroid dan adrenal tidak 
berfungsi dengan baik (Mastang, 2016).  
2.4 Bakteri yang Resisten Terhadap Logam Berat Timbal (Pb) 
Bakteri merupakan organisme uniseluler, bersifat prokariotik, 
umumnya tidak mempunyai klorofil, beberapa fotosintetik dan reproduksi 
aseksual dengan cara pembelahan. Bakteri mempunyai ukuran yang sangat 
kecil yaitu 0,5-1,0 μm kali 2,0-0,5 μm sehingga hanya dapat dilihat dengan 
bantuan mikroskop (Junopia, 2015). Berdasarkan bentuk morfologinya, 
bakteri dibedakan menjadi 3 bentuk, yaitu basil atau batang, bulat atau kokus 
dan spiral (Aminah and Nur, 2018).  



































Umumnya struktur sel bakteri tersusun oleh: a). membran sitoplasma 
yang dibungkus oleh dinding sel berpeptidoglikan, b) membran sitoplasma 
yang di dalamnya terdapat nukleus dan ribosom, c) terdapat struktur eksternal 
yaitu glycocalyx, flagella dan pili. Berdasarkan pewarnaan gram bakteri dapat 
dibedakan menjadi gram negatif dan gram positif (Subandi, 2010). Terdapat 
beberapa jenis bakteri yang resisten terhadap logam berat Pb, diantaranya: 
1. Pseudomonas aeruginosa 
Bakteri jenis Pseudomonas mempunyai kemampuan menurunkan 
kadar Pb melalui proses penyerapan (Junopia, 2015). Pseudomonas 
aeruginosa (gambar 2.3) termasuk kelompok bakteri gram negatif yang 
aerob obligat. Bakteri ini memiliki bentuk batang, ukuran tubuh sekitar 1,0 
µm. Pseudomonas aeruginosa terkadang terlihat berpasang-pasangan, 
tunggal dan berkumpul membentuk rantai pendek. Bakteri ini 
menggunakan CO2 atau H2 untuk sumber energi, terdapat di tanah, air 
limbah (Jamilah and Amri, 2019). Mempunyai sifat motil dan suhu 
pertumbuhan 420C. Selain timbal (Pb), bakteri tersebut juga dapat 
mengakumulasi logam lainnya seperti, kromium (Cr), tembaga (Cu), dan 
merkuri (Hg) (Angraeni, 2017).  
 
Gambar 2.3  Pseudomonas aeruginosa  
Sumber: (Angraeni, 2017) 




































Kingdom  : Bacteria 
Filum  : Proteobacteria 
Kelas   : Gamma Proteobacteria 
Ordo   : Pseudomondales 
Famili   : Pseudomonadaceae  
Genus   : Pseudomonas 
Spesies : Pseudomonas aeruginosa 
2. Bacillus 
Bacillus adalah bakteri gram positif aerob yang memiliki bentuk 
batang, mempunyai ukuran tubuh dengan panjang 3-5 µm, lebar 1,0-1,2 
µm dan diameter 5-10 µm. Anggota spesies dari genera Bacillus seperti 
bakteri Bacillus thuringiensis (gambar 2.4) mampu bertahan hidup pada 
lingkungan yang tercemar karena kemampuan fisiologis yang dimiliki 
luas. Kemampuan fisiologi bakteri dalam mengatasi tekanan penyerapan 
pada dinding sel dan dilanjutkan dengan transport aktif pada metabolisme 
sel (Angraeni, 2017). Contoh: Bacillus subtilis dan Bacillus thuringiensis. 
 
.  Gambar 2.4 Bacillus thuringiensis 
Sumber: (Angraeni, 2017) 
 
 



































 Klasifikasi bakteri Bacillus thuringiensis yaitu: 
Kingdom  : Eubacteria 
Filum   : Firmicitus 
Kelas   : Bacili 
Ordo   : Bacillales 
Famili   : Bacillaceae 
Genus   : Bacillus 
Spesies  : Bacillus thuringiensis 
3. Micrococcus 
Jenis bakteri Micrococcus sp. (gambar 2.5) termasuk dalam 
kelompok bakteri gram positif, non motil, berbentuk coccus, bentuk koloni 
bulat kecil, warna koloni mengkilat, dan mempunyai ukuran koloni 0,1-0,4 
mm (Wulandari et al., 2005). Jenis bakteri ini dapat hidup pada suhu 1-
60oC dan bersifat aerobik (Yahya et al., 2014).   
 
Gambar 2.5 Micrococcus sp. 
Sumber: (Yahya et al., 2014) 
 
Klasifikasi Micrococcus sp. sebagai berikut: 
Kingdom  : Bacteria 
Filum   : Actinobacteria 
Kelas   : Actinobacteria 



































Ordo   : Actinomycetales 
Famili   : Micrococcaceae 
Genus   : Micrococcus sp. 
4. Alcaligenes faecalis 
Bakteri ini termasuk dalam kelompok gram negatif, motil, bersifat 
aerobik dan tumbuh optimum pada suhu 370C. Umumnya bakteri ini dapat 
ditemukan pada air, tanah dan interaksi antara lingkungan dan manusia. 
Bakteri Alcaligenes faecalis (gambar 2.6) dapat dimanfaatkan untuk 
bioremediasi karena terbukti dapat mengurangi kadar timbal, kromium dan 
jenis logam berat yang lain (Mastang, 2016), 




Gambar 2.6 Alcaligenes faecalis 
Sumber: (Mastang, 2016) 
 
Klasifikasi bakteri Alcaligenes faecalis yaitu: 
Kingdom  : Bacteria 
Filum   : Proteobacteria 
Kelas   : Beta proteobacteria 
Ordo   : Burkholderiales 
Famili   : Alcaligenaceae 
Genus   : Alcaligenes 



































Spesies  : Alcaligenes faecalis 
Dari penelitian yang sudah dilakukan oleh Wulandari et al. (2005) 
mengatakan bahwa total bakteri yang dapat mengikat timbal (Pb) sekitar 3,0 
x107 –1,5 x 108 sel/ml. Jenis bakteri yang ditemukan yaitu Phenylobacterium, 
Corynebacterium, Micrococcus, Enhydrobacter dan Flavobacterium. Bakteri 
Acitenobacter calcoaceticus, Bacillus alcalophilus, Bacillus badius (Jamilah 
and Amri, 2019), Enterobacter sp.. Escherichia coli, Aeromonas sp., 
Lactobacillus sp. (Aminah and Nur, 2018) juga resisten terhadap logam berat 
timbal (Pb).  
2.5 Mekanisme Resistensi Logam Berat Timbal Oleh Bakteri 
Mikroorganisme mempunyai peran penting untuk mendegradasi bahan 
buangan industri yang terdapat di wilayah perairan (sungai, laut maupun 
danau). Jika bahan atau limbah terdegradasi dalam jumlah banyak maka 
mikroorganisme dan patogen juga akan berkembang biak (Mastang, 2016). 
Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi cepat lambatnya degradasi 
yaitu nutrisi yang tersedia, kegiatan mikroba, derajat keasaman dan faktor 
lingkungan sekitar (Hardiani et al., 2011). 
Saat ini, metode bioremediasi sangat dikembangkan untuk mengatasi 
pencemaran lingkungan. Bioremediasi adalah pemanfaatan mikroorganisme 
alami (seperti bakteri, jamur atau ragi) untuk mengurangi polutan di 
lingkungan atau menurunkan toksisitas dari berbagai macam polutan atau 
pencemaran (Jekti, 2018). Terdapat 2 jenis bioremediasi yaitu in situ dan ex 
situ. Bioremediasi in situ merupakan bioremediasi yang dilakukan dengan 
mengaplikasikan mikroorganisme langsung ke dalam lingkungan yang 



































tercemar. Metode ini dapat dilakukan dengan cara bioaugmentasi dan/atau 
biostimulasi. Bioaugmentasi dilakukan dengan menambahkan 
mikroorganisme pengurai pengurai untuk melengkapi populasi mikroba yang 
sudah ada. Biostimulasi dilakukan dengan menambahkan zat gizi atau nutrisi 
yang dibutuhkan atau menstimulus kondisi lingkungan agar mikroorganisme 
dapat tumbuh optimum (Jekti, 2018). Sedangkan bioremediasi ex situ 
merupakan metode dengan mengaplikasikan mikroorganisme pada air atau 
tanah yang tercemar yang sudah dipindahkan dari tempat asalnya (Rohmah, 
2017). 
Bakteri yang telah diisolasi di wilayah yang tercemar logam berat 
timbal memiliki daya resistensi terhadap logam berat timbal yang terdapat 
disekitar wilayah yang tercemar dan mempunyai kemampuan adaptasi 
genetik. Resistensi bakteri terhadap logam berat timbal dapat dilakukan 
melalui mekanisme biosorbsi dan/atau bioakumulasi (Fahruddin et al., 2019).  
Biosorpsi merupakan penyerapan logam, senyawa atau larutan yang 
tidak tergantung pada metabolisme (tidak membutuhkan energi). Terjadinya 
biosorpsi logam tidak menggunakan enzim seperti adsorpsi. Adsorpsi 
merupakan pengikatan yang tidak spesifik pada protein ekstraseluler dan 
permukaan dinding sel. Terjadinya biosorpsi karena adanya biosorben 
(material biologis) dan larutan yang terkandung logam berat dengan afinitas 
tinggi sehingga sangat mudah berikatan dengan biosorben (Ratnawati et al., 
2010).  




































Gambar 2. Mekanisme resistensi bakteri terhadap logam berat timbal 
Sumber: (Jarosławiecka and Seget, 2014) 
 
Berdasarkan tempatnya mekanisme resistensi bakteri terhadap timbal 
dibagi menjadi ekstraseluler dan intraseluler. Mekanisme ekstraseluler 
berfungsi untuk melindungi atau menghambat Pb agar tidak masuk dan 
menganggu kerja biologis mikroorganisme. Pada mekanisme ektraseluler, 
toksisitas Pb yang terdapat di lingkungan dapat dikurangi melalui 
pengendapan menjadi polifosfat (Jarosławiecka and Seget, 2014). 
Pengendapan ini dapat terjadi karena Pb (II) mampu bereaksi dengan fosfat, 
ion hidroksil dan klorida menjadi bentuk endapan yang tidak dapat larut dan 
proses ini dikatalis oleh enzim fosfatase. Hasil akhir dari endapan Pb yaitu 
terbentuk PbHPO4 (Rohmah, 2017). 
Selain dengan pengendapan, Pb (II) juga dapat membentuk ikatan 
dengan polisakarida atau polimer alami yang terdapat pada dinding sel.  
Dinding sel merupakan penghalang alami untuk Pb, karena terdapat gugus 
fungsional makromolekul terlibat dalam prosen pengikatan Pb. Pada bakteri 
gram negatif yang mempunyai peran dalam pengikatan yaitu lipopolisakarida 
(komponen paling penting dari membran luar). Sedangkan, pada bakteri gram 
positif yang mempunyai peran adalah peptidoglikan, asam teikoat dan 



































teichuronat (Jarosławiecka and Seget, 2014). Terdapat beberapa 
mikroorganisme yang mensintesis polimer ekstraseluler (EPs) dan mengikat 
kation dari logam beracun, sehingga komponen sel tetap terjaga dari 
toksisitas logam berat. Pengikatan Pb oleh polimer ekstraseleuler dapat terjadi 
karena mempunyai muatan negatif, seperti fosforil (PO4 
3-), sulfidril (-SH), 
karboksil yang nantinya akan bereaksi dengan ion logam Pb yang memiliki 
muatan positif (Rohmah, 2017). 
Pada mekanisme intraseluler timbal (Pb) mengalami pengendapan 
oleh polifosfat atau pengikatan Pb oleh protein yang spesifik dan sistem 
Efflux (Jarosławiecka and Seget, 2014). Pb yang mengalami pengendapan 
intraselluler akan dikatalis oleh enzim fosfatase yag nantinya fosfat inorganik 
akan dilepaskan (Naik and Dubey, 2013). Mekanisme yang kedua yaitu 
pengikatan Pb oleh protein yang spesifik yaitu protein Metallothioneins 
(MTs). Metallothioneins (MTs) merupakan protein yang berperan penting 
dalam melindungi sel terhadap logam yang beracun (Naik and Dubey, 2013). 
Apabila Pb tidak mengalami pengendapan atau pengikatan oleh protein 
Metallothioneins (MTs), maka Pb akan mengalami sistem Efflux. Sistem 
efflux Pb terjadi melalui perantara superfamili P-type ATPases dari family 
PIB. Selain itu terdapat juga traspoter dari family CBA dan CBA. CBA 
mempunyai tugas untuk mengeluarkan Pb dari dalam sel, sedangkan CDF 
adalah pengangkut yang mengangkut ion dari sitoplasma dibawa menuju 
periplasma (Rohmah, 2017). 
 
 



































2.6 Isolasi dan Identifikasi Bakteri 
2.6.1 Isolasi Bakteri 
 Isolasi merupakan proses pengambilan mikroorganisme dari alam 
dan ditumbuhkan ke medium buatan, sehingga didapatkan biakan 
murni. Prinsip dari isolasi bakteri yaitu memisahkan satu jenis bakteri 
dari campuran berbagai jenis bakteri. Hal ini dapat dilakukan dengan 
menumbuhkan bakteri pada media universal atau selektif. Pemisahan 
bakteri dilakukan untuk mengetahui jenis, karakteristik, morfologi dan 
fisiologi (Sabbathini dkk., 2017). Proses pemindahan bakteri harus 
dilakukan secara aseptik. Teknik aseptik adalah cara yang digunakan 
untuk mencegah terjadinya kontaminasi mikroorganisme lain. Alat 
yang digunakan dalam teknik aseptik berupa bunsen dan Laminar Air 
Flow. Tujuan dari teknik aseptik adalah terhindar dari kontaminasi 
mikroorganisme lain sehingga hasil sesuai dengan keinginan dan dapat 
melindungi laboran dari kontaminasi bakteri (Sari, 2014). 
 Bakteri dari alam akan tumbuh terdiri dari berbagai jenis bakteri. 
Untuk mendapatkan biakan murni, maka sumber bakteri harus 
dipisahkan dengan pengenceran dan ditumbuhkan pada media padat. 
Agar hanya didapatkan sekitar 100 bakteri dan mudah diisolasi dalam 
cawan petri atau tabung reaksi yang terpisah (Sari, 2014).  
Menurut Hadioetomo (1993), terdapat beberapa teknik isolasi, yaitu: 
1. Metode cawan sebar (spread plate) 
 Metode cawan sebar yaitu metode menumbuhkan 
mikroorganisme dengan cara menuangkan atau meratakan kultur 



































bakteri menggunakan spreader pada media agar padat. Sedangkan 
metode tuang (pour plate) dilakukan dengan menuangkan kultur 
bakteri ketika media belum padat. Sehingga mikroorganisme akan 
tumbuh tersebar rata pada permukaan media.   
2. Metode gores (streak plate) 
 Metode ini dilakukan dengan menggoreskan jarum ose 
pada media yang steril. Tujuan metode gores adalah agar koloni 
yang didapatkan tidak tercampur dengan koloni lain. 
3. Metode pengenceran (dilution plate) 
 Metode ini dilakukan dengan mensuspensikan sampel 
dalam aquades steril sehingga memudahkan proses pemindahan ke 
cawan petri atau tabung reaksi.dan perhitungan jumlah sel mikroba 
lebih mudah.  
2.6.2 Identifkasi Bakteri. 
Bakteri memiliki beragam jenis dan karakteristik yang berbeda, 
untuk mempelajarai suatu kelompok jenis bakteri tertentu maka perlu 
dilakukan identifikasi. Identifkasi bakteri dapat dilihat dari 
pengamatan makroskopis, mikroskopis dan uji biokimia. 
1. Pengamatan Makroskopis 
Pengamatan makroskopik dilakukan dengan mengamati 
karakteristik koloni pada media NA hasil inokulasi, meliputi: 
a. Warna koloni: mengamati warna koloni yaitu putih, abu, 
kuning atau bening. 



































b. Tepi koloni, dengan mengamati dilihat dari atas cawan petri: 
entire (utuh), serrate (bergerigi), filamenthus (benang), 
undunate (keriting), lobate (berombak). 
c. Bentuk koloni: seperti benang (filamenthus), seperti akar 
(rhizoid), bulat (circulair), tidak beraturan (irregular), seperti 
kumparan (spindle). 
d. Struktur koloni: halus mengkilat, berkerut, kasar. 
e. Ukuran koloni 
f. Elevasi (permukaan koloni) dengan melihat dari samping: rata 
(flat), timbul-melengkung (convex), timbul datar (raised), 
membukit (umboonate) (Dwijoseputro, 1989). 
2. Pengamatan Mikroskopis 
 Pengamatan mikroskopis bertujuan untuk mengetahui 
bentuk sel ukuran sel dan sifat bakteri. Pengamatan mikroskopis 
dilakukan dengan pewarnaan gram. Pewarnaan gram bertujuan 
untuk membedakan gram positif dan gram negatif dengan 
memberikan zat warna pada mikroorganisme. Sebelum diwarnai, 
mikroorganisme difiksasi terlebih dahulu agar melekat pada kaca 
objek dan mempertahankan jaringan. Kemudian mikroorganisme 
diberikan pewarna kristal violet (pewarna utama), larutan yodium, 
alkohol (peluruh) dan safranin (pewarna pembanding). Apabila 
gram positif maka mikroorganisme akan berwarna ungu karena 
mempertahankan zat warna kristal violet. Sedangkan gram negatif 
mikroorganisme tampak berwarna merah karena warna kristal 



































violet akan luruh ketika diberi alkohol sehingga ketika diberi 
safranin tampak berwana merah (Rohmah, 2017).   
3. Uji Biokimia 
  Uji biokimia dilakukan untuk mengetahui sifat fisiologis 
mikroorganisme. Proses biokimia menunjukkan adanya  
metabolisme sel dalam mikroorganisme, artinya selama rekasi 
yang dilakukan menghasilkan energi atau menggunakan energi 
untuk kegitaan selular dan sintesis komponen-komponen sel 
(Rohmah, 2017). Terdapat beberapa uji biokimia, yaitu: 
1. Uji  fermentasi karbohidrat  
Uji ini dilakukan untuk mengetahui adanya fermentasi 
glukosa, produksi H2S dan pembentukan gas dengan 
menggunakan media TSIA (Triple Sugar Iron Agar). Media 
TSIA mengandung glukosa, laktosa, sukrosa, indikator merah 
fenol yang dalam suasana basa dapat merubah warna dari merah 
orange menjadi kuning dan FeSO4 yang memperlihatkan 
pembentukan H2S (Rohmah, 2017). Senyawa H2S akan bereaksi 
dengan Fe2+ dalam medium dan menjadi FeS (ferro sulfida) 
yang berwana hitam (Sari, 2014). 
2. Uji MR (Methyl Red) 
Uji MR (Methyl Red) digunakan untuk mengetahui adanya 
fermentasi campuran (metilen glikon) menggunakan media 
pepton glukosa phospat. Apabila bakteri menghasilkan 
fermentasi campuran (metilen glikogen) maka media akan 



































berubah menjadi warna merah setelah ditetesi methyl red 
(Rohmah, 2017).  
3. Uji VP (Voges Proskauer) 
Uji VP dogunakan untuk mengetahui adanya pembentukan 
asetil metil karbinol (asetoin) menggunakan media pepton 
glukosa phospat. Apabila hasil positif berarti hasil fermentasi 
adalah asetil metil karbinol (asetoin) ditunjukkan dengan warna 
berubah menjadi merah setelah diberi a napthol 5% dan KOH 
40% (Rohmah, 2017). 
4. Uji motilitas 
Uji motilitas digunakan untuk mengetahui adanya 
pergerakan bakteri. Media yang digunakan bersifat semi solid 
seperti media SIM (Sulfide Indol Motility) atau MO (Motilitas 
Ornitin). Apabila positif dan memiliki flagel akan terlihat akar 
berwarna putih dan menyebar di sekitar inokulasi. Sedangkan 
apabila hasil uji negatif maka akar berwarna putih hanya 
menyebar pada bekas tusukan inokulasi (Rohmah, 2017).  
5. Uji urease 
Tujuan uji urease untuk mengetahui bakteri yang dapat 
menghasilkan enzim urease menggunakan medium urea base. 
Apabila warna medium berubah menjadi pink pekat maka 
menandakan hasil uji posiitif (Rohmah, 2017). 
6. Uji jenis gula 



































Uji ini berguna untuk mengetahui bakteri yang mampu 
memfermantasi gula menggunakan media beberapa gula seperti: 
manitol, laktosa, glukosa dan sukrosa. Media gula tersebut 
dicampurkan dalam pepton 1% dengan ditetesi indikator phenol 
red. Apabila warna berubah dari merah menjadi kuning maka 
hasi uji tersebut positif, sedangkan apabila hasil uji negatif tidak 
terjadi perubahan warna (Rohmah, 2017).  
7. Uji katalase 
Uji katalase digunakan untuk mengetahui jenis bakteri yang 
mampu menghasilkan enzim katalase. Uji ini dilakukan dengan 
meneteskan hidrogen peroksida (H2O2) pada gelas objek. 
Apabila hasil uji positif maka akan terbentuk gelembung-
gelembung udara (Rohmah, 2017). 
8. Uji sitrat  
Uji sitrat ini digunakan untuk melihat apakah 
mikroorganisme menggunkan sitrat sebagai sumber energi. 
Media yang digunkan yaitu Simon citrate. Terdapat indikator 
Brom Tynol Blue (BTB) dalam media simons sitrat. Hasil positif 
ditandai dengan berubahnya warna media menjadi basa yaitu 
biru. Sedangkan hasil negatif ditandai dengan tidak terjadinya 
perubahan warna media. Artinya, mikroorganisme tersebut tidak 
menggunakan sitrat sebagai sumber energi (Rohmah, 2017). 
 
 



































9. Uji indol 
Uji indol digunakan untuk mengetahui bakteri yang 
mengandung enzim triptofanase. Enzim triptofanase adalah 
katalis pengurai gugus indol yang terdapat dalam asam amino 
triptofan (Ulfa et al., 2016). Terdapatnya indol terlihat ketika 
sudah diberi reagen Kovac’s yang berisi paradimetil amino 
bensaldehid. Apabila terbentuk cincin merah pada garis pemisah 
reagen dan media maka hasil uji indol positif, dan apabila tidak 
terbentuk cincn merah pada medium maka hasil uji indol negatif 
(Rohmah, 2017). 
Anjuran untuk mengetahui nama masing-masing bakteri dijelaskan 
oleh Allah dalam surat Al-Baqarah ayat 31 yang berbunyi: 
 َْسَْلْا َمَدآ َمَّلَعَو َيْيقيدا َص ْمُت ْ نُك ْنيإ يءَلَُؤ ََٰه يءاَْس َيبِ ينِوُئيْبَنأ َلاَق َف يةَكيئَلََمْلا ىَلَع ْمُهَضَرَع َُّثُ اَهَّلُك َءا  
Artinya: Dan dia mengajarkan kepada Adam nama-nama (benda-benda) 
seluruhnya, kemudian mengemukakannya kepada para Malaikat lalu 
berfirman:“sebutkanlah kepada-Ku nama benda-benda itu jika kamu 
memang orang-orang yang benar (Q.S. Al-Baqarah 2:31). 
 
Dalam kitab Ibnu Katsir makna dari اَهَُّلك َءاَم أَس ألْا َمَدآ َمََّلعَو yaitu nabi Adam 
diberikan keistimawaan oleh Allah dalam mengetahui nama segala benda, 
sifat, perbuatan maupun dzat, dari yang besar sampai yang kecil. Kemudian 
lafadz ةَِكئَلََمألا  ىَلَع  أمُهَضَرَع مث mempunyai makna “kemudian dia 
mengemukakan kepada malaikat” dan lafadz يِنُوِئبأَنأ menyimpan makna 
"sebutkanlah". Setelah mengajari kepada Adam lalu Allah mengajari para 
malaikat dan menyuruh untuk menyebutkan nama-nama itu kembali. 
Apabila malaikat tidak mengetahui nama-nama sesuatu padahal Allah telah 
mengajarinya, maka malaikat tidak lebih mengetahui dari pada Adam 



































kecuali atas kehendak Allah. Dalam ayat ini kita mengetahui bahwa ilmu 
yang dimiliki Adam (sebagai perwakilan manusia) lebih utama daripada 
malaikat (Abdullah, 2003). Maka agar kita dapat mengetahui nama-nama 
jenis bakteri maka kita harus mempelajari ilmunya terlebih dahulu. 

































 BAB III 
METODE PENELITIAN 
3. 1 Jenis Penelitian 
Jenis penelitian yang digunakan pada penelitian ini yaitu deksriptif dan 
eksperimental. Penelitian deskriptif meliputi isolasi dan identifikasi bakteri 
yang memiliki kemampuan resistensi terhadap Pb yang terdapat di perairan 
Paciran Lamongan. Sedangkan penelitian eksperimental digunakan untuk 
menguji tingkat resistensi isolat bakteri terhadap variasi konsentrasi timbal 
(Pb) menggunakan metode disk diffusion dan hasilnya diukur berdasarkan 
zona hambat yang terbentuk. 
3. 2 Tempat dan Waktu Penelitian 
Pengambilan sampel dilakukan di wilayah perairan Paciran Lamongan 
pada 2 titik. Titik sampling 1: di dekat aktivitas kapal yang berada di tepi laut. 
Titik sampling 2: berjarak 5 meter horizontal dari titik sampling 1. Kemudian 
pengujian dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi, Universitas Islam Negeri 
Sunan Ampel Surabaya (UINSA). Adapun jadwal pelaksanaan penelitian 
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Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020) 
3. 3 Alat dan Bahan Penelitian 
3.3.1 Alat 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain, Atomic 
Absorption Spectrofotometer (AAS), autoklaf, Laminar Air Flow 
(LAF), cawan petri, hot plate, gelas ukur, mikroskop, timbangan 
analitik, tabung reaksi, bunsen, inkubator, spatula, mikropipet, pipet 
tetes, mikroskop, gelas objek, erlenmenyer, jarum ose, botol steril, cool 



































box, aluminium foil, gelas beker, spektrofotometer, pH meter, 
termometer, hot plate dan grab sampler.  
3.3.2 Bahan 
Bahan-bahan yang akan digunakan dalam penelitian ini 
diantaranya yaitu sampel sedimen dan air, kapas, plastik wrap, 
aluminium foil, tisu, aquades, alkohol 70%, Pb(NO3)2, kristal violet, 
lugol iodin, safranin, paper disk, etanol, MR-VP Broth, phenol red, 
media cimmon citrate, media Motilitas Indol Ornithin (MIO), media 
Triple Sugar Icon Agar (TSIA), media Muller Hinton Agar (MHA), 
media Nutrient Agar (NA). dan media Nutrient Broth (NB). 
3. 4 Variabel Penelitian 
a. Variabel bebas : Isolat bakteri dan variasi konsentrasi 0 ppm, 10 ppm, 15 
ppm, 20 ppm, 25 ppm dan 30 ppm dari logam berat Pb. 
b. Variabel terikat : Diameter zona hambat (mm) 
Variabel kontrol : Waktu inkubasi, volume media, suhu, jumlah bakteri 
dan OD (Optical Density) 0,5.   
3. 5 Prosedur Penelitian 
3.6.1 Pengambilan Sampel  
 
Gambar 3.1 Lokasi pengambilan sampel 
Sumber: (Google earth, 2019) 
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Sampel sedimen dan air diambil dari perairan Paciran Lamongan 
dengan 2 titik yang berbeda. Sampel diambil menggunakan metode 
purposive sampling (titik sampling yang diduga terdapat kandungan 
logam berat timbal). Sampel air diambil menggunakan botol sampel 
polyethylene pada permukaan air laut. Sampel sedimen diambil 
menggunakan grab sampler dan dimasukkan ke dalam plastik. 
Selanjutnya sampel air dan sedimen disimpan dalam coll box dan 
dibawa ke laboratorium untuk diidentifikasi. Setiap titik lokasi 
pengambilan diukur pH menggunakan pH meter dan suhu 
menggunakan termometer.  
3.6.2 Pembuatan Media Isolasi 
Media NA ditimbang sebanyak 6 gr, dimasukkan gelas beker dan 
ditambahkan aquades sebanyak 300 liter. Lalu dimasak diatas hot plate 
sampai mendidih dan dihomogenkan menggunakan pengaduk. 
Kemudian erlenmenyer yang beriisi media ditutup dengan aluminium 
foil dan kapas. Media disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 
121ºC selama 15 menit. Setelah disterilisasi, media dituangkan pada 
masing-masing cawan petri sebanyak 25 ml.  
3.6.3 Isolasi dan Pemurnian Bakteri  
Proses isolasi diawali dengan diambil sampel air sebanyak 1 ml 
dan diencerkan menggunakan aquades. Pada sampel sedimen ditimbang 
sebanyak 5 gr dan diencerkan dengan aquades 45 ml, kemudian 
dihomogenkan. Pengenceran sampel air dan sedimen dilakukan secara 
bertingkat dari pengenceran 10-4 sampai 10-6. Tujuan dari pengenceran 



































bertingkat yaitu memperkecil jumlah mikroba yang terdapat dalam 
sampel. Pengenceran dilakukan dengan cara diambil 1 ml sampel dari 
pengenceran 10-4 dan ditambahkan dalam tabung reaksi yang sudah 
berisi aquades 9 ml, dilakukan berulang kali sampai pengenceran 10-6 
(Junopia, 2015). Masing-masing isolat dari pengenceran 10-4 sampai 10-
6 diinokulasikan menggunakan metode spread plate pada media NA 
yang sudah ditambahkan Pb(NO3)2 10 ppm. Inkubasi dilakukan selama 
24-48 jam pada suhu 370C dan diamati koloni yang tumbuh pada setiap 
cawan petri (Rohmah, 2017). 
Pemurnian dilakukan dengan mengambil koloni yang tumbuh 
menyendiri menggunakan ose kemudian diinokulasikan pada media NA 
dengan metode streak plate. Inkubasi dilakukan selama 24-48 jam 
dengan posisi cawan terbalik. Proses inokulasi dilakukan berulang-
ulang sampai didapatkan isolate bakteri yang murni. 
3.6.4 Pembuatan Suspensi Bakteri 
Media NB ditimbang sebanyak 2,16 gr dan dilarutkan dalam 270 
liter aquades, media dimasak di atas hot plate dan disterilisasi 
menggunakan autoklaf pada suhu 121ºC selama 15 menit. Kemudian 
media NB dituang pada botol steril masing-masing sebanyak 30 ml. 
Isolat bakteri yang berumur 24 jam diinokulasikan pada media 
Nutrient Broth dan diinkubasi selama 48 jam menggunakan shaker 
dengan kecepatan 100. Setelah inkubasi, suspensi bakteri sebanyak 1 
mL dimasukkan ke dalam kuvet untuk mengetahui tingkat kepadatan 



































bakteri dengan ketentuan Optical Density (OD) 0,5 pada λ 660 nm 
menggunakan spektrofotometer. 
3.6.5 Uji resistensi bakteri terhadap logam timbal (Pb) 
Media Muller Hinton Agar (MHA) ditimbang sebanyak 27,36 gr 
dan dilarutkan dengan aquades sebanyak 720 liter. Isolat suspensi 
bakteri sebanyak 1 mL diinokulasikan pada cawan petri dan diratakan 
dengan menggerakkan cawan petri seperti angka 8. Paper disk 
diinjeksikan pada cawan petri yang sudah berisi isolat bakteri 
menggunakan pinset. Kemudian logam timbal sebanyak 20 µl 
diinjeksikan pada paper disk dengan berbagai konsentrasi yaitu: 0, 10, 
15, 20, 25, 30 ppm. Pengulangan dilakukan 2 kali. Lalu diinkubasi 
selama 24 jam pada suhu ruang. Adanya resistensi ditandai dengan 
terbentuknya zona hambat. Semakin besar diameter zona hambat, maka 
semakin kecil tingkat resistensi (Perdana, 2012). 
3.6.6 Identifikasi Bakteri 
Isolat bakteri yang resisten terhadap logam berat Pb dari perairan 
Paciran lamongan diidentifikasi dengan acuan buku Bergey’s Manual of 
Determinative Bacteria 2nd edition (Noel et al., 1989). 
a. Pengamatan makroskopis 
Pengamatan makroskopis dilakukan dengan mengamati bentuk 
koloni, elevasi, tepi koloni dan warna koloni pada cawan petri. 
b. Pengamatan mikroskopis  
1) Pewarnaaan gram  



































Kristal violet diteteskan pada bakteri hasil isolasi, 
kemudian dibiarkan selama 1-2 menit dan dicuci dengan air 
mengalir. Setelah itu, ditambahkan larutan lugol dan didiamkan 
selama 1 menit. Lalu direndam dalam alkohol 95% selama 30 
detik dan dicuci dengan air mengalir. Lalu pewarna safranin 
diteteskan, dibiarkan 1 menit dan diamati menggunakan 
mikroskop. Apabila uji positif akan berwarna ungu, sedangkan 
uji gram negatif berwarna merah. 
c. Uji Biokimia 
1) Uji Fermentasi karbohidrat  
Isolat bakteri diinokulasikan ke medium Triple Iron Sugar 
Agar (TSIA) dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. Jika 
warna media berubsh menjadi warna hitam menandakan hasil 
positif menghasilkan H2S dan jika media agak terangkat keatas 
maka positif mengandung gas. 
2) Uji motilitas 
Isolat bakteri diinokulasikan pada media Motilitas Indol 
Ornithin (MIO) dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. 
Apabila bakteri tumbuh menyebar selain pada bekas tusukan 
menandakan bakteri motil. Sedangkan apabila bakteri tidak 







































3) Uji Indol 
Isolat bakteri diinokulasikan pada media Motilitas Indol 
Ornithin (MIO) dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. 
Setelah diinkubasi, reagen Kovac diteteskan pada dinding 
tabung reaksi. Apabila terbentuk cincin merah pada medium 
maka hasil uji indol positif, dan apabila tidak terbentuk apapun 
pada medium maka hasil uji negatif. 
4) Uji VP 
Isolat bakteri diinokulasikan pada media MR-VP agar dan 
diinkubasi selama pada suhu 37oC selama 2x24 jam . Setelah 
diinkubasi, reagen a napthol 5% dan KOH 40% diteteskan pada 
media. Apabila terjadi perubahan media menjadi warna merah 
maka hasil uji VP positif, sedangkan jika tidak ada perubahan 
warna hasil VP negatif. 
5) Uji mehyl red 
Isolat bakteri diinokulasikan pada media MR-VP agar dan 
diinkubasi selama pada suhu 37oC selama 24 jam. Setelah 
diinkubasi, reagen methyl red 1% diteteskan beberapa tetes pada 
media. Apabila terjadi perubahan media menjadi warna merah 
maka hasil uji MR positif, sedangkan jika tidak ada perubahan 
warna hasil uji MR negatif. 
6) Uji urea 
Isolat bakteri diinokulasikan pada media agar urea (agar 
miring) dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. Media 



































yang digunakan yaitu urea base agar. Apabila warna media 
berubah menjadi pink pekat atau ungu menandakan hasil uji 
positif dan apabila warna tetap (tidak berubah) menandakan 
hasil uji negatif. 
7) Uji sitrat 
Isolat bakteri diinokulasikan secara zig-zag pada media 
Simmon’s Citrate (SC) dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 
24 jam. Apabila warna media berubah dari hijau menjadi biru 
maka hasil uji sitrat maka hasil uji sitrat positif, sedangkan 
apabila tidak terjadi perubahan warna maka hasil uji negatif. 
8) Uji katalase 
Isolat bakteri diambil menggunakan jarum ose dan 
diletakkan gelas objek. Kemudian diteteskan reagen H2O2 3% 
beberapa tetes. Apabila terbentuk gelembung oksigen 
menandakan hasil uji positif dan apabila tidak terdapat 
perubahan atau gelembung menandakan hasil uji negatif. 
9) Uji jenis gula 
Isolat bakteri diinokulasikan ke dalam tabung reaksi yang 
berisi medium fermentasi glukosa dan suda ditambahkan dengan 
indikator phenol red. Kemudian dilakukan inkubasi pada suhu 
29oC selama 24 jam. Apabila warna media berubah menjadi 
kuning dan terdapat gelembung menandakan hasil uji positif.   
 
 



































3.7 Analisis Data 
Data yang diperoleh meliputi karakteristik mikroskopis, makroskopis, 
dan uji biokimia dianalisis secara deskriptif berdasarkan buku Bergey’s 
Manual of Determinative Bacteria 2nd edition (Noel et al., 1989) dan Cowan 
and Steels Manual for The Identication of Medical Bacteria (3rd Ed) (Barrow, 
G.i and R.K.A. Feltham, 1993). Data uji resistensi bakteri terhadap logam 
berat timbal (Pb) yang diperoleh berupa diameter zona hambat dianalisis 
secara statistik deskriptif menggunakan software Microsoft Excel 2010 dan 
data disajikan berupa rata-rata dan standar deviasi.  


































HASIL DAN PEMBAHASAN 
Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi, mengidentifikasi dan menguji 
tingkat resistensi bakteri terhadap logam berat timbal (Pb) yang diisolasi dari perairan 
Paciran Lamongan. Bakteri diisolasi dari sampel sedimen dan air. Dilakukan uji 
resistensi bakteri terhadaplogam Pb dan selanjutnya dilakukan identifikasi 
makroskopik, mikroskopik dan uji biokimia. 
4.1 Kondisi Lingkungan Lokasi Pengambilan Sampel 
Kondisi lingkungan sangat mempengaruhi bakteri yang diisolasi dari 
lingkungan tersebut. Adanya faktor abiotik dan biotik sangat berpengaruh pada 
kehidupan mikroorganisme. Faktor biotik merupakan komponen makhluk hidup 
seperti mikroorganisme, tumbuhan, hewan dan manusia. Sedangkan faktor abiotik 
merupakan komponen pendukung yang mempengaruhi kondisi makhluk hidup 
seperti, pH, salinitas, air, tanah, cahaya, udara, suhu dan mineral (Rohmah, 2017). 
Salah satu contoh mineral yaitu logam berat timbal (Pb). Kadar dan toksisitas 
timbal dapat berubah setiap saat, karena dipengaruhi oleh pH, salinitas, suhu dan 
kadar oksigen (Angraeni, 2017). Pada penelitian ini sampel diambil pada 2 titik 
yang berbeda yang didalamnya mengandung timbal (Pb). Titik 1 berada di tepi 
laut dan titik 2 berjarak 5 m dari titik 1. Kondisi lingkungan lokasi pengambilan 
sampel sangat berpengaruh pada isolat bakteri yang didapatkan. Maka dilakukan 
pengukuran parameter lingkungan untuk mengetahui kondisi lokasi dan nantinya 
dapat disesuaikan pada tahap isolasi.  
            


































Berdasarkan penelitian menunjukkan bahwa lokasi pengambilan sampel 
mempunyai kadar pada lokasi 1 sampel air 0,28 mg/L sedangkan pada sedimen 
2,11 mg/L. Pada lokasi 2 kandungan Pb dalam sampel air 0,16 mg/L dan sampel 
sedimen 1,93 mg/L. Dalam Undang-Undang No. 82 tahun 2001 pemerintah 
Republik Indonesia menyatakan bahwa ambang batas kadar Pb dalam air yaitu 
0,03 mg/L. Sehingga dari data yang diperoleh perairan Paciran Lamongan dapat 
dikatakan tercemar, karena kadar Pb sudah melampaui batas yang ditentukan. Hal 
ini disebabkan kondisi lingkungan sekitar perairan Paciran Lamongan yang 
dipenuhi aktivitas kapal (pembersihan kapal, pengelasan kapal, pengecetan 
sampai pengisian bahan bakar minyak). Menurut Rizkiana et al. (2017) 
penggunaan cat kapal yang mengandung Pb lebih efisien digunakan karena cat 
cepat kering dan mencegah permukaan kapal mengalami pengkaratan. Selain itu, 
kegiatan manusia di sekitar lokasi perairan secara tidak langsung juga 
mempengaruhi pencemaran timbal.  
Hasil penelitian menunjukkan bahwa kadar logam berat Pb pada sedimen 
lebih tinggi daripada di air. Menurut Bangun (2005), hal ini disebabkan karena 
logam berat memiliki sifat mudah mengikat bahan anorganik yang kemudian 
mengendap pada dasar perairan dan bercampur dengan sedimen. Berdasarkan 
penelitian yang telah dilakukan Rizkiana et al. (2017) bahwa kandungan logam 
berat pada air akan berubah setiap saat tergantung pada kondisi perairan, tetapi 
pada sedimen logam berat cenderung akan mengendap relatif lama. 
Dari hasil penelitian masing-masing titik sampling mempunyai kadar Pb 
yang berbeda-beda. Pada titik 1 sampel air dan sedimen mempunyai kadar Pb 


































masing-masing 0,28 mg/L dan 2,11 mg/L pada titik 2 mempunyai kadar Pb pada 
sampel air dan sedimen masing-masing 0,16 mg/L dan 1,93 mg/L. Kadar Pb pada 
titik 1 lebih tinggi daripada titik 2. Titik 1 lokasinya berada di tepi laut yang dekat 
sama aktivitas kapal dan kegiatan manusia sekitar perairan. Selain itu, masyarakat 
lebih banyak membuang limbah ke perairan pada tepi laut (titik 1). Sedangkan 
pada titik 2 lebih jauh dengan kegiatan manusia. Faktor suhu, pH dan salinitas 
juga mempengaruhi kadar Pb pada setiap titik lokasi.   
Hasil pengukuran suhu yaitu lokasi 1 sebesar 28°C dan lokasi 2 sebesar 
27°C. Hal ini menunjukkan pada titik lokasi 1 suhu lebih tinggi dari pada titik 
lokasi 2. Pada titik 1 mempunyai kadar Pb lebih tinggi daripada titik 2 karena 
mempunyai suhu lebih tinggi. Menurut Rohmah (2017) semakin tinggi suhu pada 
suatu lokasi maka kadar Pb juga tinggi. Menurut Happy et al. (2012), suhu 
merupakan batas toleransi organisme dalam mengalami pertumbuhan hidup. Suhu 
juga mempengaruhi kelarutan logam, suhu yang mengalami kenaikan yang lebih 
dingin maka logam dengan mudah mengendap pada sedimen. Sedangkan suhu 
yang tinggi akan mengakibatkan logam larut di air. Menurut Pelczar and Chan 
(2008) berdasarkan suhu bakteri dapat dibagi menjadi bakteri psikrofilik, 
mesofilik dan termofilik. Bakteri psikrofilik mampu bertahan hidup pada suhu 
15°C, bakteri mesofilik dapat bertahan hidup pada suhu 25-40°C, dan bakteri 
termofilik dapat berthan hidup pada suhu tinggi yaitu 40-50°C.   
Hasil pengukuran nilai pH pada tiik 1 sebesar 8,3 dan pada titik 2 sebesar 
8,0. Setiap mikroorganisme mempunyai batas toleransi maksimal dan minimum 
nilai pH, oleh sebab itu pH dapat dijadikan sebagai faktor pembatas. Berdasarkan 


































penelitian yang dilakukan oleh Desriyani et al. (2015), apabila nilai pH rendah 
maka kelarutan logam timbal juga semakin tinggi dan toksisitas logam berat 
semakin besar. Hasil pengukuran salinitas lokasi 1 yaitu 3,43% dan lokasi 2 
3,40%. Parameter salinitas juga mempengaruhi kadar logam berat timbal. Apabila 
salinitasnya tinggi maka kadar logam berat timbal semakin rendah.  
4.2 Isolasi dan Purifikasi Bakteri  
Pengambilan sampel dilakukan pada 2 stasiun yang berbeda, yang 
didalamnya terkandung logam berat Pb. Pada penelitian ini metode isolasi yang 
digunakan yaitu metode agar tuang dan dilanjutkan metode cawan gores. 
Penggunaan metode ini bertujuan untuk menumbuhkan bakteri pada cawan petri 
yang sudah berisi media padat.  Media yang digunakan yaitu media NA (Nutrient 
Agar) yang merupakan media umum untuk pertumbuhan bakteri. Agar bakteri 
yang tumbuh hanya resisten Pb maka media NA ditambahkan dengan Pb dengan 
konsentrasi 10 ppm. Dari hasil isolasi didapatkan beberapa bakteri yang tahan 
terhadap logam berat Pb dengan karakteristik yang berbeda-beda (Gambar 4.1). 
    
Gambar 4.1.  hasil pengenceran 10 -5 sampel air pada titik 2;  
Keterangan: A.1: koloni tunggal berwarna kuning, 
A.2: koloni tunggal berwarna putih 
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020) 
A.1 
A.2 



































Adapun beberapa isolat bakteri dari proses isolasi dan purifikasi masing-
masing diberi kode sesuai dengan titik lokasi pengambilan dan kode saat 
dimurnikan. Berdasarkan penelitian didapatkan 9 isolat bakteri dari 2 titik lokasi 
yang berbeda, Pada stasiun 1, sampel air didapatkan 3 isolat dengan kode A1.1, 
A1.2 dan A1.3. Sedangkan pada sampel sedimen didapatkan 1 isolat bakteri 
dengan kode S1.1. Pada stasiun 2, sampel air didapatkan 2 isolat bakteri dengan 
kode A2.1 dan A2.2. Sedangkan pada sampel sedimen didapatkan 3 isolat bakteri 
dengan kode S2.1, S2.2 dan S2.3. 
4.3 Uji Resistensi Bakteri Terhadap Logam Berat Pb 
Uji resistensi dilakukan untuk mengetahui kemampuan bakteri dalam 
mempertahankan hidupnya pada media yang mengandung timbal (Pb). 
Pembiakan bakteri pada uji ini menggunakan media NB (Nutrient Broth). Media 
NB merupakan medium cair yang mengandung beef extract dan pepton. Medium 
cair digunakan karena lebih efektif dalam memproduksi biomassa dan senyawa 
bioaktif. Hal ini disebabkan adanya proses agitasi sehingga nutrisi dalam media 
terus homogen dan bakteri lebih optimal dalam menyerap nutrisi (Pratiwi, 2015). 
Pada penelitian ini, metode yang digunakan untuk uji resistensi bakteri 
terhadap logam berat Pb, yaitu metode disk diffusion dengan variasi konsentrasi 
Pb 0 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25 ppm dan 30 ppm. Metode disk diffusion 
merupakan metode untuk menguji daya hambat dengan meletakkan paper disk 
dalam media MHA (Muller Hinton Agar) yang sudah berisi bakteri. Media MHA 
digunakan karena merupakan media terbaik untuk uji sensibilitas bakteri. Media 


































MHA mengandung beef extract, acid hydrolysate of casein dan akuades sebagai 
nutrisi pertumbuhan mikroorganisme. Agar sebagai zat pemadat dan pati untuk 
menyerap zat beracun pada medium (Ahman et al., 2020). Hasil metode disk 
diffusion dilihat berdasarkan zona hambat yang terbentuk disekitar isolat. 
Semakin kecil zona hambat yang terbentuk maka daya resistennya semakin 
besar. Hasil penelitian menunjukkan bahwa beberapa isolat bakteri yang diujikan 
membentuk zona hambat (Gambar 4.2). Pengukuran zona hambat dilakukan dari 
tepi ke tepi zona hambat yang terbentuk dan termasuk paper disk.  Hasil rata-rata 
diameter zona hambat masing-masing isolat terhadap berbagai konsentrasi 
disajikan pada gambar 4.3. 
 
 
Gambar 4.2 Hasil uji resistensi isolat S2.1 
Keterangan: a. pengukuran zona hambat 







































Gambar 4.3 Pengaruh pemberian berbagai konsentrasi (ppm) logam Pb terhadap diameter zona hambat 
Keterangan: Nilai rata-rata diameter zona hambat sudah termasuk diameter paper disk (6 mm) 
  
 Pada gambar 4.3 menunjukkan adanya perbedaan ukuran zona hambat 
pada masing-masing isolat terhadap berbagai konsentrasi logam Pb. Dari gambar 
4.3 dapat dilihat bahwa isolat A1.2 mempunyai ukuran diameter zona hambat 
terkecil pada konsentrasi 10 ppm, 25 ppm, dan 30 ppm dengan diameter zona 
hambat masing-masing 6,5 mm, 7,0 mm dan 6,95 mm. Pada konsentrasi 0 ppm 
isolat S2.1 mempunyai zona hambat terkecil yaitu 7.0 mm. Pada konsentrasi 15 
ppm isolat A1.1 dengan zona hambat terkecil yaitu 6.85 mm. Pada konsentrasi 
20 ppm isolat A2.2 menunjukkan resisten yang paling baik karena tidak 
membentuk zona hambat. Menurut Perdana (2012) perbedaan ukuran zona 
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terhadap konsentrasi Pb. Selain itu, habitat asal bakteri juga berpengaruh pada 
respon yang diberikan. 
 Gambar 4.3 juga menunjukkan bahwa besarnya zona hambat tidak 
berbanding lurus dengan konsentrasi Pb yang diberikan. Isolat A2.2 
menghasilkan zona hambat pada konsentrasi 0 ppm, 10 ppm dan 15 ppm, tetapi 
pada konsentrasi 20 ppm tidak ditemukan zona hambat dan kembali terbentuk 
zona hambat pada konsentrasi 25 ppm dan 30 ppm. Hal ini sesuai dengan 
penelitian Perdana (2012), yang menyatakan bahwa isolat SA2A1 mempunyai 
ukuran zona hambat yang tidak selalu bertambah besar ketika konsentrasi Pb 
yang diberikan tinggi. Pada konsentrasi 1 ppm terbentuk zona hambat, tetapi 
tidak muncul pada konsentrasi 5 ppm dan kembali terbentuk zona hambat pada 
konsentrasi 10 ppm. Selain itu, pada penelitian Husain and Muchtar (2005), 
menunjukkan bahwa pada isolat B tidak terbentuk zona hambat pada konsentrasi 
Pb 0,02 ppm, tetapi terbentuk zona hambat pada konsentrasi 0,05 ppm, dan tidak 
terbentuk kembali pada konsentrasi 0,5 ppm dan 1 ppm. Menurut Imamuddin 
(2011) hal ini dikarenakan luasnya zona hambat yang terbentuk menunjukkan 
adanya kecepatan zat toksik yang berdifusi dalam medium. Konsentrasi zat yang 
tinggi akan menghasilkan larutan yang pekatl. Larutan yang pekat akan lebih 
sulit melakukan difusi daripada larutan yang encer.  
 Semakin kecil zona hambat yang terbentuk maka semakin tinggi daya 
resistensi bakteri terhadap logam Pb. Jika zona hambat yang terbentuk semakin 
luas, maka bakteri tersebut rentan terhadap Pb (Imamuddin, 2011). Dari data 
yang diperoleh daya resistensi masing-masing isolat bakteri berbeda.  Isolat A1.2 


































mempunyai tingkat resistensi paling tinggi daripada isolat yang lain, karena 
mempunyai zona hambat terkecil pada 3 konsentrasi dan zona hambat yang 
terbentuk tidak lebih dari 1 mm. Menurut Sabdono (2009), apabila zona hambat 
yang terbentuk kurang dari 1 mm isolat tersebut tergolong resisten tinggi, 
sedangkan apabila melebihi dari 1 mm tergolong resisten lemah. Daya resistensi 
masing-masing bakteri menunjukkan batas toleransi terhadap Pb. Toleransi 
tersebut  karena adanya mekanisme resistensi. 
Resistensi masing-masing bakteri diatur oleh transposon, kromosomal, 
dan plasmid. Resistensi bakteri terhadap logam berat Pb terjadi melalui 
mekanisme ekstraseluler dan intraseluler. Mekanisme ekstraseluler berfungsi 
untuk melindungi atau menghambat Pb agar tidak masuk dan menganggu fungsi 
biologis mikroorganisme. Pada mekanisme ektraseluler, untuk mengurangi sifat 
toksiknya timbal (Pb) akan mengendap menjadi polifosfat (Jarosławiecka and 
Seget, 2014). Pengendapan ini terjadi karena Pb (II) mampu bereaksi dengan 
fosfat, klorida dan ion hidroksil.(Rohmah, 2017). Selain dengan pengendapan, 
Pb (II) juga dapat membentuk ikatan dengan polisakarida atau polimer alami 
yang terdapat pada dinding sel. Dinding sel merupakan penghalang alami untuk 
Pb, karena terdapat gugus fungsional makromolekul terlibat dalam prosen 
pengikatan Pb (Jarosławiecka and Seget, 2014). Terdapat juga beberapa 
mikroorganisme yang mensintesis polimer ekstraseluler (EPs) yang mengikat 
kation dari logam beracun, sehingga dapat menjaga komponen sel dari 
sensitivitas logam berat. Polimer ekstraseluler dapat mengikat Pb karena 


































mempunyai gugus bermuatan negatif yang akan bereaksi dengan ion logam Pb 
yang memiliki muatan positif (Rohmah, 2017). 
Pada mekanisme intraseluler timbal (Pb) mengalami pengendapan oleh 
polifosfat atau pengikatan Pb oleh protein yang spesifik dan sistem Efflux 
(Jarosławiecka and Seget, 2014). Pb yang mengalami pengendapan intraselluler 
yang dikatalis oleh enzim fosfatase yang akan melepaskan fosfat inorganik (Naik 
and Dubey, 2013). Mekanisme yang kedua yaitu pengikatan Pb oleh protein yang 
spesifik yaitu protein Metallothioneins (MTs) (Naik and Dubey, 2013). Apabila 
Pb tidak mengalami pengendapan atau pengikatan oleh protein Metallothioneins 
(MTs), maka Pb akan mengalami sistem Efflux (Rohmah, 2017). Dapat 
disimpulkan bahwa adanya perbedaan daya resistensi disebabkan mekanisme 
resistensi pada masing-masing bakteri terhadap Pb berbeda. Beberapa bakteri 
mengalami mekanisme resistensi hanya pada permukaan sel bakteri 
(ekstraseluler) dengan pengendapan polifosfat, membentuk ikatan dengan 
polisakarida atau polimer alami pada dinding sel dan dapat mensintesis polimer 
ekstraseluler (EPs). Dan beberapa bakteri mampu menembus sampai mekanisme 
intraseluler dengan pengendapan intraseluler, pengikatan dengan protein MTs 
dan sistem efflux. 
 Pada penelitian yang telah dilakukan terjadi kesalaham pada konsentrasi 0 
yang seharusnya tidak muncul zona bening. Karena konsentrasi 0 ppm 
digunakan aquades steril dan bertindak sebagai kontrol. Dari beberapa penelitian 
yang sudah dilakukan sebelumnya, aquades steril sebagai kontrol tidak 
membentuk zona bening. Menurut Sabdono (2009), hal ini terjadi karena ada 


































faktor internal atau teknis yang tidak terlihat dalam mikroorganisme sehingga 
berpengaruh pada hasil yang uji didapatkan. Menurut Prayoga (2013), 
penggunaan metode difusi juga berpengaruh pada hasil uji. Zona bening yang 
terbentuk dengan metode difusi dipengaruhi oleh kondisi inkubasi, inokulum, 
predifusi, preinkubasi dan ketebalan medium. Apabila salah satu faktor tidak 
sesuai maka hasil uji akan sulit diinterpretasikan. 
4.4 Identifikasi Bakteri Resisten Timbal (Pb) dari Perairan Paciran Lamongan 
Identifikasi bakteri dilakukan untuk mengetahui jenis bakteri yang 
didapatkan. Dari hasil isolasi didapatkan 9 isolat bakteri yang mempunyai 
karakteristik yang berbeda. Untuk mengidentifikasi jenis bakteri maka dilakukan 
pengamatan secara makroskopis, mikroskopis dengan pewarnaan gram dan uji 
biokimia. 
4.4.1 Pengamatan Morfologi Koloni Bakteri Secara Makroskopis 
Morfologi koloni secara makroskopis dapat dilihat dari bentuk, 
warna, tepi dan permukaan koloni bakteri pada cawan petri. Berdasarkan 
hasil penelitian menunjukkan bahwa koloni bakteri yang didapatkan 
mempunyai warna, bentuk, tepi dan permukaan yang berbeda-beda.. 
Isolat A1.1 mempunyai koloni berbentuk bulat dan berwarna putih keruh. 
Isolat A1.2 bentuk koloninya bulat dan berwana kuning, isolat A1.3, S1.1 
dan S2,1 koloni berbentuk bulat, berwana putih dengan permukaan datar. 
Isolat A2.2 berwana merah muda dengan permukaan datar. Isolat S2.2 
dan S2.3 berwarna kekuningan, tepi irregular dan permukaan datar. Hasil 


































pengamatan morfologi koloni dapat dilihat pada gambar 4.4 sebagai 
berikut: 
                 
         
            
Gambar 4.4 Hasil pengamatan morfologi bakteri secara makroskopis 
Keterangan:  a) isolat A1.1 b) isolat A1.2 c) isolat A1.3 d) isolat A2.1 e) isolat A2.2  
      f) isolat S1.1 g) isolat S2.1 h) isolat S2.2 i) Isolat S2.3 




4.4.2 Pengamatan Morfologi Bakteri Secara Mikroskopis 
Pewarnaan gram dilakukan untuk membedakan kelompok gram 
negatif dan gram positif. Pada pewarnaan gram isolat bakteri yang 
termasuk gram positif akan berwana ungu. Hal ini disebabkan bakteri 
a b c 
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tetap mempertahankan warna kristal violet meskipun sudah diberi 
alkohol. Sedangkan isolat bakteri yang termasuk gram negatif akan 
berwarna merah karena warna kristal violet larut ketika diberi alkohol 
dan warna merah berasal dari safranin. Perbedaan warna yang dihasilkan 
karena struktur dinding sel kedua jenis bakteri tersebut berbeda.  
Menurut Lay (1994), bakteri gram positif mempunyai 
peptidoglikan yang tebal sehingga zat warna kristal violet dapat 
dipertahankan ketika pewarnaan tidak larut walaupun diberi alkohol. 
Pada bakteri gram negatif mempunyai kandungan lipid yang tinggi. Lipid 
akan larut oleh larutan alkohol, sehingga pada pewarnaan kristal violet 
akan hilang ketika diberi alkohol dan mengambil warna merah dari 
safranin. Selain untuk mengetahui perbedaan warna pewarnaan gram juga 
digunakan untuk mengamati bentuk sel bakteri. Berdasarkan bentuk 
selnya, bakteri dibedakan menjadi tiga bentuk yaitu bulat, batang dan 
spiral. Hasil uji pewarnaan gram dan bentuk sel bakteri dapat dilihat pada 
gambar 4.5. 
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           Gambar 4.5 hasil pewarnaan gram  
Keterangan: a} isolat A1.1 b) isolat A1.2 c) isolat A1.3 d) isolat A2.1 e) isolat A2.2  
f) isolat S1.1 g) isolat S2.1 h) isolat S2.2 i) Isolat S2.3 
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020) 
Dari gambar 4.5 menunjukkan bahwa isolat A1.1 termasuk gram 
negatif dan memiliki bentuk sel bakteri kokus. Isolat A1.2, A1.3, A2.2, 
S1.1 termasuk gram negatif dengan bentuk sel bakteri batang. Isolat 
A2.1, S2.1, S2.2 dan S2.3 termasuk gram positif yang memiliki bentuk 
sel bakteri batang. Dari data yang diperoleh 9 isolat bakteri, 4 isolat 
bakteri termasuk gram positif. Sedangkan 5 isolat lainnya termasuk 
kelompok gram negatif. Penelitian ini didukung oleh (Kurnia et al., 
(2016) yang menemukan bakteri resisten Pb dari kelompok bakteri gram 
negatif (60%) lebih dominan daripada kelompok gram positif (40%). 
Pada penelitian Irawati et al. (2017) juga menemukan jenis bakteri gram 
negatif lebih dominan daripada gram positif. 
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Dari penelitian yang sudah dilakukan menunjukkan bahwa 
bakteri gram negatif mempunyai tingkat resistensi lebih tinggi dari pada 
bakteri gram positif. Hal ini disebabkan karena bakteri gram negatif 
mempunyai tiga lapisan dinding sel yaitu lapisan luar lipoprotein, 
lapisan tengah lipopolisakarida dan lapisan paling dalam yaitu 
peptidoglikan. Selain itu, bakteri gram negatif juga mempunyai 
membran luar berupa bilayer (memiliki ketahanan yang tinggi terhadap 
senyawa-senyawa toksik yang keluar masuk sel bakteri) (Septiani et al., 
2017). Menurut Helmiyati and Nurrahman (2010), bakteri gram positif 
lebih mudah terdenaturasi dari pada bakteri gram negatif. Karena pada 
dasarnya dinding sel yang terdiri dari polisakarida lebih mudah 
terdenaturasi dibandingkan dinding sel yang terdiri dari fosfolipid. 
Bakteri gram positif memiliki dinding sel yang terdiri dari 
pepetidoglikan, asam teikoat dan teikuronat. Ini yang menyebabakan 
dinding sel bakteri gram positif sebagian yaitu polisakarida. Sedangkan 
bakteri gram negatif dinding selnya mengandung peptidoglikan yang 
sangat sedikit dan berada diantara selaput luar (fosfolipid dan auto 
layer) dan selaput dalam dinding sel. 
4.4.3 Uji Biokimia 
Uji biokimia berfungsi mengidentifikasi jenis bakteri dari sifat 
fisiologis dan biokimianya. Uji biokimia yang dilakukan yaitu TSIA, 
urea, MR-VP, indol, motilitas, sitrat, katalase dan uji jenis gula (glukosa, 
laktosa, sukrosa dan manitol).  


































  Uji TSIA bertujuan untuk mengetahui bakteri yang dapat 
memfermentasikan glukosa, laktosa, sukrosa dan pembentukan gas 
ataupun H2S (Sari, 2014). Hasil uji TSIA memperlihatkan adanya kode 
K, A dan H2S. kode K berarti media berwarna merah, A berwarna 
kuning dan H2S menunjukkan bahwa isolat bakteri menghasilkan H2S. 
Hasil uji TSIA dapat dilihat pada gambar 4.6. 
 
 
Gambar 4.6. Hasil uji TSIA 
Keterangan: (a) warna kereng dan dasar media kuning, (b) warna leren dan dasar media 
kuning, menghasilkan H2S, c) warna lereng dan dasar media merah, d) warna lereng 
kuning dan dasar media merah, e) warna lereng media merah dan dasar media kuning 
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020) 
 
  Dari hasil uji TSIA diperoleh isolat S2.3 hasilnya lereng dan 
dasar media berwarna kuning (gambar 4.6a) yang berarti adanya 
fermentasi glukosa, laktosa dan atau sukrosa. Isolat A1.3 dan S1.1 
hasilnya lereng dan dasar media berwarna kuning (gambar 4.6 b),  yang 
berarti isolat bakteri dapat memfermentasikan glukosa, sukrosa ataupun 
laktosa, dan dapat memproduksi H2S. Pada isolat A1.1, A1.2 dan A2.2 
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hasilnya lereng dan dasar media berwarna merah (gambar 4.6c) yang 
berarti bahwa isolat bakteri tidak memfermentasikan gula dan tidak 
memproduksi gas. Isolat S2.1 hasilnya lereng berwarna kuning dan 
dasar berwarna merah (gambar 4.6d) yag menunjukkan bakteri tidak 
memfermentasikan gula tetapi mengkatabolis pepton. Pada isolat A2.1 
dan S2.2 hasilnya lereng media berwarna merah dan dasar media 
berwarna kuning (gambar 4.6e). Ini menandakan bahwa isolat bakteri 
tersebut dapat memfermentasikan glukosa. 
Uji selanjutnya yaitu uji MR (Methyl Red). Uji MR digunakan 
untuk mengetahui apakah bakteri memiliki kemampuan dalam 
memfermentasikan asam campuran. Beberapa bakteri dapat 
memfermentasikan glukosa dan menghasilkan produk asam sehingga 
dapat menurunkan kadar pH pada media. Menurut Sari (2014) bakteri 
yang dapat memfermentasikan asam campuran setelah ditambahkan 
Methyl Red akan berubah warna menjadi merah dan pH turun menjadi 5 
atau kurang. Apabila setelah ditambahkan Methyl Red tidak terjadi 
perubahan warna pada medium maka bakteri tidak mampu 
memfermentasikan asam campuran dan mempunyai pH 6,2. Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa kode isolat A1.1, A1.3, A2.1, S1.1 dan 
S2.1 positif (gambar 4.7a). Sedangkan kode isolat A1.2, A2.2, S2.2 dan 
S2.3 menunjukkan hasil negatif (gambar 4.7b). 
Uji VP (Voges Proskauer) digunakan untuk mengetahui apakah 
bakteri mempunyai kemampuan untuk membentuk asetil metil karbinol 


































(asetoin) yaitu hasil fermentasi glukosa (Ulfa et al.,2016). Hasil uji 
positif ditandai dengan terjadinya perubahan warna menjadi merah 
setelah ditambahkan reagen α napthol 5% dan KOH 40%. Hasil 
penelitian menunjukkan bahwa kode isolat A1.3, A2.1, S2.1, S2.2 dan 
S2.3 hasilnya positif (gambar 4.7a). Sedangkan kode isolat A1.1, A1.2, 
A2.2, S1.1 menunjukkan hasil negatif (gambar 4.7b). Hasil uji MR-VP 
dapat dilihat pada gambar 4.7. 
 
Gambar 4.7. Hasil uji MR-VP 
a) hasil positif, b) hasil negatif 
 Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020) 
 
Uji indol digunakan untuk mengetahui bakteri yang mengandung 
enzim triptofanase. Enzim triptofanase adalah katalis pengurai gugus 
indol yang terdapat dalam asam amino triptofan. Hasil positif 
ditunjukkan dengan terbentuknya cincin merah diantara garis pemisah 
reagen dan media, seperti pada (gambar 4.8). Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa kode isolat A1.1, A1.3, A2.2 dan S1.1 positif. 
Sedangkan kode isolat A1.2, A2.1, S2.1, S2.2 dan S2.3 menunjukkan 
hasil negatif. 
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Gambar 4.8. Hasil uji positif indol 
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020) 
 
Uji motilitas digunakan untuk mengetahui bakteri motil atau non 
motil. Adanya motilitas bakteri karena bakteri mempunyai flagel atau 
didorong faktor dari luar (Gerak Brown). Gerak brown adalah gerakan 
yang disebabkan karena benturan dari molekul lain dalam medium. 
Hasil positif ditunjukkan dengan adanya pergerakan bakteri yang 
menyebar disekitar bekas tusukan, jika uji negatif bakteri hanya 
tumbuh lurus pada tusukan (Panuntun, 2014). Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa kode isolat A1.2, A1.3, A2.1, A2.2, S1.1 dan 
S2.1 positif. Sedangkan kode isolat, A1.1, S2.2 dan S2.3 menunjukkan 
hasil negatif. 
Selanjutnya yaitu uji sitrat. Uji sitrat ini dilakukan untuk 
mengetahui bakteri menggunakan sitrat sebagai sumber karbon. Hasil 
uji positif ditandai dengan adanya pertumbuhan bakteri dan 
berubahnya warna pada medium karena kadar pH meningkat di atas 
7,6. Menurut Ulfa et al. (2016) menyatakan bahwa meningkatnya pH 
ini karena bakteri menggunakan sitrat yang menyebabkan asam 


































meghilang dari biakan. Hasil penelitian menunjukkan bahwa kode 
isolat A1.1, A1.3 dan S1.1 positif (gambar 4.9a). Sedangkan kode 
isolat A1.2, A2.1, A2.2, S2.1, S2.2 dan S2.3 menunjukkan hasil 
negative (gambar 4.9b). Hasil uji sitrat dapat dilihat pada gambar 4.9. 
 
 
Gambar 4.9. Hasil uji sitrat 
a)hsil positif b) hasil negatif 
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020) 
 
Uji urea digunakan untuk mengetahui bakteri yang dapat 
menghasilkan enzim urease. Bakteri yang dapat memproduksi enzim 
urease maka bakteri terebut dapat menguraikan urea menjadi 
ammonium dan CO2. Apabila urea dihidrolisis, maka NH4 akan 
terakumulasi dalam medium dan pH menjadi basa. Apabila bakteri 
mampu menghasilkan enzim urease maka medium akan berubah 
menjadi ungu atau pink pekat (Sari, 2014). Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa dari 9 isolat yang diuji 8 isolat positif (gambar 
a b 


































4.10b) dan hanya 1 isolat yang negatif yaitu isolat A1.3 (gambar 
4.10a). Hasil uji urea dapat dilihat pada gambar 4.10. 
 
Gambar 4.10. Hasil uji urea 
a) hasil negatif b)hasil positif 
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020) 
 
Uji katalase digunakan untuk mengetahui adaya katalase dalam 
bakteri. Dengan adanya enzim katalase beberapa bakteri mampu 
mengurai hidrogen peroksida (H2O2) menjadi air dan oksigen. H2O2 
mempunyai sifat yang toksik dan mudah merusak komponen sel bakteri 
(Ulfa et al., 2016). Hasil penelitian menunjukkan dari 9 isolat hanya 1 
isolat yang hasil uji negatif yaitu isolat A1.2. Hasil positif ditandai 
dengan adanya gelembung setelah ditetesi H2O2 seperti pada gambar 
4.11. 
     
Gambar 4.11. Hasil uji katalase 
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020) 
a b 



































Uji yang dilakukan terakhir yaitu uji jenis gula. Uji ini berguna 
untuk mengetahui bakteri yang mampu memfermantasi gula 
menggunakan media beberapa gula seperti: manitol, laktosa, glukosa 
dan sukrosa. Media gula tersebut dicampurkan dalam pepton 1% dengan 
ditambahkan indikator phenol red. Apabila hasil uji positif akan terjadi 
perubahan warna dari merah menjadi kuning (gambar 4.12b), sedangkan 
apabila hasil uji negatif tidak terjadi perubahan warna (gambar 4.12a). 
  
Gambar 4.12. Hasil uji jenis gula 
         a) hasil negatif b)hasil positif 
Sumber: (Dokumentasi pribadi, 2020) 
 
  Dari beberapa uji jenis gula (glukosa, laktosa, sukrosa dan 
amnitol) yang sudah dilakukan isolat A1.3 dan S1.1 menunjukkan hasil 
uji positif laktosa, glukosa dan sukrosa. Pada isolat A1.1 menunjukkan 
hasil uji positif pada glukosa saja. Sedangkan isolat bakteri yang lain 
menunjukkan hasil negatif pada laktosa, glukosa dan sukrosa.  
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Dari pengamatan mikroskopik, makroskopik dan uji biokimia dengan 
mangacu buku Bergey’s Manual of determination Bacteriology (Holt et al., 1994) 
didapatkan beberapa genus yaitu :.  
1. Genus Bacillus 
Hasil penelitian yang sudah dilakukan menunjukkan bahwa karakterikstik 
isolat A2.1, S2.1, S2.2 dan S2.3 mempunyai bentuk batang dan gram positif, 
hasil uji motilitas A2.1 dan S2.1 motil, S2.2 dan S2.3 non motil. Dari hasil yang 
didapatkan mempunyai kesamaan dengan Genus Bacillus. Dalam buku Bergey’s 
Manual of Systematic Bacteriology 2nd, genus Bacillus mempunyai ciri bakteri 
gram positif, berbentuk batang, motil dan beberapa yang non motil, dapat bersifat 
aerobik atau fakultatif anaerobik dan mampu membentuk endospora. Endospora 
ini sangat resisten terhadap bebagai kondisi lingkungan seperti resisten terhadap 
suhu tinggi, dan lingkungan yang ekstrim seperti tercemarnya logam berat (Cote 
et al., 2015). Bacillus dapat ditemukan di tanah, air, makanan dan klinis. 
Kebanyakan spesies dari genus Bacillus mengalami mekanisme resistensi 
ekstraseluler dengan pengendpan polisosfat, pengikatan polisakarida atau EPs 
(Jarostawiecka and Seget, 2014) dan beberapa mengalami mekanisme 
intraselluler melalui pengikatan protein spesifik yaitu Metallothioneins (MTs) 
(Naik and Dubey, 2013).  
Klasifikasi: 
Kingdom  : Bacteria 
Filum  : Firmicitus 
Kelas : Bacili 


































Ordo  : Bacillales 
Famili  : Bacillaceae 
Genus  : Bacillus (Holt et al., 1994) 
2. Genus Citrobacter 
Dari hasil pengamatan isolat S1.1 mempunyai karakteristik bakteri gram 
negatif berbentuk batang, motil, hasil uji katalase positif, menghasilkan H2S pada 
uji TSIA, dan hasil sitrat positif. Menurut Cowan and Stell (1974) dalam buku 
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9nd Edition hasil pengamatan 
karakteristik tersebut memiliki persamaan dengan genus Citrobacter yang 
berbentuk batang, gram negatif dan bersifat motil. Citrobacter dapat ditemukan 
di tanah dan air. Menurut (Mohseni et al., 2014) mekanisme resistensi 
Citrobacter kebanyakan menggunakan plasmid bakteri dan termasuk mekanisme 
ektraseluler melalui pengendapan Pb menjadi polifosfat pada permukaan dinding 
sel. 
Klasifikasi: 
Kingdom  : Bacteria 
Filum  : Proteobacteria 
Kelas : Gammaproteobacteria 
Ordo  : Enterobacteriales 
Famili  : Enterobacteriaceae 
Genus  : Citrobacter (Cowan and Stell, 1974) 
3. Genus Neisseria 


































Dari hasil pengamatan isolat A1.1 mempunyai karakteristik bakteri gram 
negatif berbentuk kokus, katalase positif dan non motil. Menurut Cowan and 
Stell (1974) dalam buku Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9nd 
Edition hasil pengamatan karakteristik tersebut memiliki persamaan dengan  
genus Neisseria yang memiliki betnuk kokus, bakteri gram negatif, tidak 
mempunyai flagel dan spora, dan bersifat aerobik. Menurut Guilhen et al. (2013) 
menyatakan bahwa beberapa genus Neisseria mengalami mekanisme resistensi 
intraselluler melalui sistem Efflux. 
Klasifikasi : 
Kingdom  : Bacteria 
Filum  : Proteobacteria 
Kelas : Betaproteobacteria 
Ordo  : Neisseriales 
Famili  : Neisseriaceae 
Genus  : Neisseria (Cowan and Stell, 1974). 
4. Genus Aeromonas 
Dari hasil pengamatan isolat A1.3 mempunyai karakteristik bakteri gram 
negatif berbentuk kokus, katalase positif, dapat memefermentasikan gula dan 
motil. Menurut Cowan and Stell (1974) dalam buku Bergey’s Manual of 
Determinative Bacteriology 9nd Edition hasil pengamatan karakteristik tersebut 
memiliki persamaan dengan genus Aeromonas. Bakteri ini tidak dapat 
membentuk spora dan banyak ditemukan di lingkungan perairan. Aeromonas 
mampu resisten terhadap Pb sebesar 47% dan mekanisme resistennya 


































intraselluler melibatkan protein yang dalam sistem efflux (Dahanayake et al., 
2019). 
Klasifikasi : 
Kingdom  : Bacteria 
Filum  : Proteobacteria 
Kelas : Gammaproteobacteria 
Ordo  : Aeromonadeles 
Famili  : Aeromonadaceae 
Genus  : Aeromonas (Cowan and Stell, 1974) 
5. Genus Vibrio 
Dari hasil pengamatan karakteristik isolat A1.2 yang termasuk gram 
negatif, berbentuk batang memiliki persamaan dengan genus Vibrio. Menurut 
Cowan and Stell (1974) dalam buku Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology 9nd Edition genus Vibrio mempunyai ciri bakteri gram negatif, 
berbentuk batang, tidak menghasilkan gas dan motil. Menurut Mire et al. (2004) 
menyatakan bahwa kebanyakan genus Vibrio mengalami mekanisme resistensi 
intraselluler melalui pengendapan Pb (II) menjadi polifosfat dengan bentuk 
Pb9(PO4)6. 
Klasifikasi : 
Kingdom  : Bacteria 
Filum  : Proteobacteria 
Kelas : Gammaproteobacteria 
Ordo  : Vibrionales 


































Famili  : Vibrionaceae 
Genus  : Vibrio (Cowan and Stell, 1974) 
6. Genus Morganella 
Dari hasil pengamatan karakteristik isolat A2.2 yang mempunyai bentuk 
batang, bakteri gram negatif memiliki persamaan dengan genus Morganella. 
Menurut Cowan and Stell (1974) dalam buku Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology 9nd Edition genus Morganella mempunyai ciri-ciri yaitu bakteri 
gram negatif berbentuk batang, uji urea positif, indol positif, sitrat negatif, tidak 
memfermentasikan sukrosa dan tidak menghasilkan H2S pada uji TSI. Bakteri ini 
dapat mengubah H2O menjadi air dan O2, hal ini ditunjukkan dengan katalase 
positif. Menurut Liu et al. (2016) bakteri Morganella mengalami mekanisme 
resistensi ekstraseluler melalui pengikatan plisakarida di dinding sel. 
Kingdom  : Bacteria 
Filum  : Proteobacteria 
Kelas : Gammaproteobacteria 
Ordo  : Enterobacteriales 
Famili  : Enterobacteriaceae 
Genus  : Morganella (Cowan and Stell, 1974). 
Dari hasil penelitian didapatkan 9 isolat bakteri yang termasuk dalam 6 
genus, yaitu Bacillus sp, Citrobacter sp, Neisseria sp. Aeromonas sp, Vibrio sp, 
dan Morgonella sp. Penelitian ini mempunyai persamaan dengan penelitian 
Mohseni et al. (2014) yang menemukan bakteri resisten Pb dari genus 
Citrobacter. Memiliki persamaan pula dengan penelitian Hasyimuddin et al. 


































(2018) yang menemukan bakteri dari genus Bacillus. Hasil bakteri yang 
ditemukan berbeda dengan penelitian Wulandari et al. (2005) yang menemukan 
bakteri resistensi Pb dari genus Micrococcus, Corynebacterium, 
Phenylobacterium, Enhydribacter, Morrococcus dan Flavobacterium.  
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan resistensi tertinggi yaitu genus 
Vibrio dengan kode isolat A1.2 dengan konsentrasi Pb10 ppm, 25 ppm dan 30 
ppm. Pada konsentrasi Pb 20 ppm resistensi tertinggi yaitu Morganella dengan 
kode isolat A2.2 dan genus Neisseria dengan kode isolat A1.1 pada konsentrasi 
15 ppm. Hasil penelitian ini didukung dengan penelitian Fretes et al. (2019) 
bahwa genus Vibrio memiliki tingkat resistensi tinggi terhadap Pb dengan nilai 
MIC konsentrasi Pb 100-800 ppm. Hasil penelitian ini berbeda dengan penelitian 
Rohmah (2017) yang menyatakan bahwa genus Bacillus memiliki resistensi 
tertinggi daripada Pseudomonas, Acinetobacter dan Brevibacillus. 
Dari hasil penelitian didapatkan 9 isolat bakteri yang diisolasi dari 
perairan Paciran Lamongan menunjukkan bahwa masing-masing bakteri 
mempunyai tingkat resistensi yang berbeda dan dapat berpotensi menjadi agen 
bioremediasi. Bioremediasi dilakukan dengan memanfaatkan bakteri tersebut 
dalam mengurangi tingkat pencemaran logam timbal (Pb) di lingkungan terutama 
perairan. Menurut Priadie (2012) bakteri resistensi terhadap logam berat mampu 
mengubah struktur polutan yang beracun menjadi tidak kompleks. Dan 
menghasilkan produk metabolit seperti asam organik dan metabolit lainnya 
sehingga dapat menghilangkan ion-ion logam berat yang terdapat di lingkungan. 
Sudah dilakukan beberapa penelitian tentang pemanfaatan bakteri yang diisolasi 


































dari wilayah tercemar untuk bioremediasi. Penelitian yang telah dilakukan Isa 
(2004) menggunakan bakteri Pseudomonas fluorescens, Thiobacillus 
ferrooxidans, Eschericia coli dan Bacillus sp. untuk bioleaching logam berat 
timbal dalam sediemen yang tercemar. Pada penelitian Khoiroh (2014) 
memanfaatkan campuran bakteri Pseudomonas pseudomallei dan Pseudomonas 
aeruginosa untuk bioremediasi timbal dalam lumpur lapindo. 
Perbedaan ciri-ciri morfologi, ukuran dan kemampuan pada masing-
masing bakteri menunjukkan bahwa bakteri tersebut mempunyai jenis bakteri 
yang berbeda. Dalam HR. Muslim menjelaskan bahwa semua sudah ditetapkan 
oleh Allah. 
 ْنَع  يدْبَع  يَّللَّا  ينْب ويرْمَع  ينْب  يصاَعْلا  َلاَق  ُتْع َيس  َلوُسَر  يَّللَّا ىَّلَص  َُّللَّا  يهْيَلَع  َمَّلَسَو  ُلوُق َي   َبَتَك  َُّللَّا  َرييداَقَم  َلْب َق قيئَلََْلْا 
 ْنَأ  َقُلَْيَ  يتاَواَم َّسلا  َضْرَْلْاَو  َيْ يسْمَ يبِ  َفَْلأ  ٍةَنَس  َلاَق  ُهُشْرَعَو ىَلَع  ييءاَمْلا  
Artinya: Dari Abdullah bin Amr bin Al 'Ash R.A, dia berkata, "Saya pernah 
mendengar Rasulullah shallallahu 'alaihi wasallam bersabda, 'Allah telah 
menentukan takdir bagi semua makhluk lima puluh tahun sebelum Allah 
menciptakan langit dan bumi.' Rasulullah menambahkan, "Dan arsy Allah itu 
berada di atas air." {Hadis Shahih Muslim no. 2653). 
 
Beberapa ahli tafsir menjelaskan dalam kitab shahih muslim telah 
diriwayatkan dari Abdullah bin Amr bin Ash bahwa lafadz  َرييداَقَم  يقيئَلََْلْا  bermakna 
“Allah menciptakan segala sesuatu sesuai dengan kadar dan kemampuan masing-
masing. kadar dan kemampuan yang dimaksud adalah Allah menciptakan 
makhluk hidup seperti bakteri sesuai dengan ukuran dan kemampuan untuk 
bertahan hidup dalam kondisi lingkungan yang berbeda. Bahkan beberapa bakteri 


































dapat bertahan hidup dalam kondisi yang ekstrem karena pencemaran logam 
berat (Sudarmojo, 2008). Perbedaan jenis bakteri dan kemampuan bakteri 
dipengaruhi oleh perbedaaan kondisi lingkungan. Dalam surat Al-A’araf ayat 56 
Allah berfirman: 
 اوُد يسْف ُت َلََو يف  اًعَمَطَو اًفْوَخ ُهوُعْدٱَو اَه يحََٰلْصيإ َدْع َب يضْرَْلْٱ  ۚ  َّنيإ يْين يسْحُمْلٱ َن يرم ٌبييرَق يَّللَّٱ َتَْحَْر  
 
Artinya: dan janganlah kamu berbuat kerusakan di bumi, sesudah (Allah) 
memperbaikinya dan berdoalah kepada-Nya dengan rasa takut (tidak akan 
diterima) dan harapan (akan dikabulkan). Sesungguhnya rahmat Allah dekat 
kepada orang-orang yang berbuat baik. (Q.S. Al-A’raf ayat 56). 
 
Dalam tafsir Shihab (2002), ayat tersebut menjelaskan larangan untuk 
merusak isi bumi. Membuat kerusakan merupakan bentuk kemaksiatan. Alam 
raya telah diciptakan Allah SWT dengan ebaik-bainya dan untuk memenuhi 
kebutuhan makhluk hidup. Allah memerintahakan untuk memperbaiki, menjaga 
lingkungan dan melarang tegas untuk membuat kerusakan. Maka kita sebagai 
manusia yang diciptakan dengan sempurna mempuyai akal dan perasaan, 











































KESIMPULAN DAN SARAN 
5.1 Kesimpulan 
a. Bakteri yang diisolasi dari perairan Paciran Lamongan didapatkan 9 isolat 
bakteri yang memiliki kemampuan resistensi terhadap Pb yang termasuk 
dalam 6 Genus, yaitu: Bacillus, Citrobacter, Neisseria, Aeromonas, Vibrio, 
dan Morganella. 
b. Kemampuan resistensi masing-masing bakteri terhadap logam berat timbal 
(Pb) berbeda sesuai dengan jenis bakteri, konsentrasi Pb dan habitat asal 
isolat. Berdasarkan zona hambat terkecil pada masing-masing konsentrasi 
terdapat 3 genus yang paling resisten yaitu Genus Vibrio dengan kode isolat 
A1.2 yang diisolasi dari sampel air titik lokasi 1 (tepi laut) resistensi tertingi 
Pb pada konsentrasi Pb10 ppm, 25 ppm dan 30 ppm dengan rata-rata diameter 
zona hambat masing-masing sebesar 6,5 mm, 7,0 mm dan 6,95 mm.  Genus 
Neisseria degan kode isolat A1.1 yang diisolasi dari sampel air titik lokasi 1 
(tepi laut) resisten tertinggi pada konsentrasi 15 ppm dengan diameter zona 
hambat 6,85 mm. Genus Morganella dengan kode isolat A2.2 yang diisolasi 
dari sampel air titik lokasi 2 resistensi tertinggi pada konsentrasi 20 ppm 
karena tidak membentuk zona hambat. Jadi, bakteri yang memiliki 
kemampuan resisistensi tertinggi yaitu dari genus Vibrio. 
5.2 Saran 
a. Perlu dilakukan uji akumulasi agar dapat diketahui kemampuan bakteri dalam 
mengakumulasi logam berat timbal. 


































b. Perlu dilakukan deteksi molekular untuk mengetahui jenis bakteri yang 
resisten terhadap logam berat timbal sampai tingkat spesies. 
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